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Programme OPTDIAG2009 - Amphithéâtre Langevin
13-15 mai - ESPCI, 10 rue Vauquelin 75005 Paris
M° Ligne 7 - Censier-Daubenton - RER B – Station Luxembourg

Mercredi 13 mai 2009 – Matin - Amphithéâtre Langevin
8H30 – 9H00
Accueil des participants
9H00 - 9H10
Ouverture du colloque par le président d’Honneur
Sigrid Avrillier, Laboratoire de Physique des Lasers – Université Paris XIII – Villetaneuse

Diffusion de la lumière
Présidente de session : Sigrid Avrillier
09h10 – 09h30

Laurent Guyon, Lionel Hervé, Jérôme Boutet, Mathieu Debourdeau, Philippe Peltié,
Anne Planat-Chrétien, Jean-Marc Dinten
CEA, LETI, Département Technologies pour la Biologie et la Santé, Grenoble
Tomographie de fluorescence résolue en temps pour la détection optique du
cancer : influence de la précision de l’estimation des propriétés optiques pour la
reconstruction

09h30 – 09h50

Jean-Pierre L’Huillier
Arts et Métiers ParisTech, LPMI-EA 1427, 2 Bd du Ronceray, 49035 Angers
Localisation d’inclusions fluorescentes immergées dans des tissus diffusants
stratifiés par spectroscopie résolue en temps : application à la mammographie

09h50 – 10h10

Marine Amourouxa, Bruno Montcelb, Renée Chabriera, Patrick Pouleta
Laboratoire d’Imagerie et de Neurosciences Cognitives-Université de Strasbourg
Spectroscopie Proche Infra-Rouge par Imagerie Temporelle : Le projet SPIRIT

10h10 – 10h30

Stéphane Mottina, Bruno Montcelb, Hugues Guillet de Chatellusa, Nicolas Mathevonc,
Stéphane Ramsteina, Clémentine Vignalc.
b : Université de Lyon, CNRS, INSERM, Lab CREATIS-LRMN, Villeurbanne
Tomographie Optique Diffuse spectrale & spatiale : réponse hémodynamique
cérébrale à une stimulation acoustique chez le diamant mandarin.

10h30 – 10h50

K. Daoudi, A-C. Boccara, E. Bossy
Institut Langevin, ESPCI ParisTech, Paris Cedex 05
Opto-élastographie transitoire pour la caractérisation multi-parametrique des
tissus mous

10h50 – 11h10

Rencontre Partenaires - Pause café
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Anisotropie et Polarimétrie
Présidente de session : Marie-Claire Schanne-Klein
11h10 – 11h30

Benjamin Buard1,2, Guillaume Mahé3, François Chapeau-Blondeau2, David Rousseau2,
Pierre Abraham3, Anne Humeau1,2
1
groupe esaip, 18 rue du 8 mai 1945, BP 80022, 49180 Saint Barthélémy d'Anjou
Etude des variations spatiales des spectres multifractals de signaux laser Doppler

11h30 – 11h50

J. Desroches1, D. Pagnoux1, F. Louradour1, A. Barthélémy1,
J. Brévier1, E. Suran1, M. Verdier2
Université de Limoges ; 1CNRS- UMR n°6172, XLIM, Département Photonique
Imagerie en degré de polarisation de collagène de type I, déportée par fibre
optique

11h50 – 12h10

M. Zerrad, L. Arnaud, J. Sorrentini, G. Georges, C. Deumié, C. Amra
Institut Fresnel, UMR CNRST2I, Universités Aix-Marseille, Ecole Centrale Marseille
Analyse ellipsométrique sur lumière diffuse pour une optimisation du contraste
d’imagerie

***************************************************************************
12h10 -14h00
“Lunch at your own”
***************************************************************************

Mercredi 13 mai 2009 –Après-Midi- Amphithéâtre Langevin
Imagerie de surface et ondes évanescentes
Présidente de session : Sandrine Lévêque-Fort
14h00 – 14h20

V.Motto-Ros1, I.Wang2, R.Galland2, E.Lambert3, S.Mache3, R.Mache3,
J.Derouard2, A.Delon2,
2
Univ. Grenoble I / CNRS, LSP, 38402 Saint Martin d'Hères
Microscopie de fluorescence à onde évanescente et spectroscopie à corrélation de
fluorescence (FCS) pour l’analyse d’ADNc.

14h20 – 14h40

Yannick Goulam-Houssen1, Karla Balaa1, Viviane Devauges2,
Vincent Studer3, Emmanuel Fort1
Centre d'Imageries Plasmoniques Appliquées, Institut Langevin, ESPCI ParisTech
Imagerie cellulaire : microscopie de fluorescence médiée par plasmons de surface

Microscopie cohérente
Président de session : Luc Froehly
14h40 – 15h00

Bertrand Simon, Matthieu Debailleul, Vincent Georges, Olivier Haeberlé, Anne
Beghin, Yves Tourneur, Denis Ressnikoff
Laboratoire MIPS/LabEl - Université de Haute-Alsace, IUT de Mulhouse
Microscopie tomographique diffractive optique pour l’observation de specimens
biologiques non-marqués
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15h00 – 15h20

Delphine Sacchet, Julien Moreau, Patrick Georges, Arnaud Dubois
Laboratoire Charles Fabry de l’Institut d’Optique, Palaiseau
Tomographie par cohérence optique plein champ sur deux gammes
de longueur d’onde

15h20 – 15h40

Bertrand de Poly*,***, Olivier de Witte*,***, Charles Brossollet *,***
Brigitte Sigal, A. Claude Boccara
*Institut Langevin - Ondes et Images/ Laboratoire d'Optique ESPCI ParisTech
L’OCT plein champ pour le diagnostic peropératoire

15h40 – 16h10

Rencontre Partenaires - Pause café

Microscopie non linéaire
Président de session : Jean-Claude Vial
16h10 – 16h30

Yves Kremer, Stéphane Dieudonné, Jean-François Léger, Laurent Bourdieu
Laboratoire de Neurobiologie, Ecole Normale Supérieure, Paris
New AOD scanner providing ultrafast deflection and large field of view in two
photon microscopy

16h30 – 16h50

Ariane Deniset-Besseau*, Julien Duboisset, Paulo De Sa Peixoto, Emmanuel
Bénichou, Claire Loison, François Hache*, Gervaise Mosser, Pierre-François Brevet,
Marie-Claire Schanne-Klein*
*Laboratoire d’Optique et Biosciences, Ecole Polytechnique – Palaiseau
Du coefficient d’hyperpolarisibilité du second ordre du collagène à l’imagerie de
second harmonique de matrice denses collagéniques

16h50 – 17h10

Sophie Brustlein, Hervé Rigneault
Institut Fresnel, UMR CNRS 6133, Marseille
Microscopie CARS: technique et applications

17h10 – 17h30

Nicolas Olivier(a), Florent Aptel(b,c), Ariane Deniset-Besseau(a), Jean-Marc Legeais(b),
Karsten Plamann(c), Marie-Claire Schanne Klein(a), Emmanuel Beaurepaire(a)
(a) Laboratoire d’optique et biosciences, Ecole Polytechnique - Palaiseau
Imagerie multiphoton multimodale de la cornée

***************************************************************************
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Jeudi 14 mai 2009 – Matin - Amphithéâtre Langevin
Nanoparticules fluorescentes
Présidente de session : Antigoni Alexandrou
08h50 – 09h30

Hedi Mattoussi, (Invité)
US Naval Research Laboratory, Washington, DC
Nanoparticle-Bioconjugates: Design, Characterization, and Applications in
Sensing and imaging

09h30 – 09h50

Benoit Mahler1, Piernicola Spinicelli2, Stéphanie Buil3, Xavier Quelin3,
Jean-Pierre Hermier3, Benoit Dubertret1
1
Laboratoire Photons Et Matière, CNRS UPR5, ESPCI 10 rue Vauquelin, 75231 Paris
Suppression du clignotement des nanocristaux semiconducteurs : structures
cœur/coque épaisse de type CdSe/CdS

09h50 – 10h10

O. Faklarisa, V. Joshib, D. Garrota, J.-P. Boudouc, T. Sauvaged,
P.A. Curmib and F. Treussarta
a
Laboratoire de Photonique Quantique et Moléculaire, ENS Cachan/CNRS, Cachan
Photoluminescent nanodiamonds as innovative markers for biology –
Investigating their internalization pathways

10h10 – 10h30

T.-L. Nguyên1, D. Casanova1, C. Bouzigues1, R. Ramodiharilafy1, G. Mialon2, T.
Gacoin2, J.-P. Boilot2, P.-L. Tharaux3, A. Alexandrou1
Laboratoire d’Optique et Biosciences, Ecole Polytechnique, Palaiseau
Nanoparticules d’oxyde de terre rare fluorescentes comme senseurs de peroxyde
d’hydrogène

********************************************************
10h30 – 12h30 Salle Champetier
Session Posters – Rencontre Partenaires

12h30 – 14h00 Buffet offert à l’ESPCI
********************************************************
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Jeudi 14 mai 2009 – Après-Midi - Amphithéâtre Langevin
Diagnostic optique
Présidente de session : Marie-Pierre Fontaine-Aupart
14h00 – 14h20

Donald A. Peyrot1,+, Florent Aptel1,2, Caroline Crotti1, Florent Deloison1, Michèle
Savoldeli2, Jean-Marc Legeais2, Karsten Plamann1,*
1
Laboratoire d’Optique Appliquée, ENSTA – Ecole Polytechnique – CNRS UMR
7639, Chemin de la Hunière, 91761 Palaiseau cedex, France
Étude de la transparence et de la diffusion de cornées humaines

14h20 – 14h40

Fabien Chauchard, Jordane Lallemand, Yakhya Diop
Ondalys, 385 Avenue des Baronnes, 34730 Prades le Lez, France
In vivo prediction of boold glucose using spatially resolved spectroscopy

14h40 – 15H00

I. Ventrillard-Courtillot, Ch. Clerici*, D. Romanini
Laboratoire de Spectrométrie Physique, CNRS UMR5588, Univ. J. Fourier de
Grenoble, 140 av de la Physique, BP 87, 38402 St Martin d’Hères
Mesure de gaz expirés par spectroscopie laser d’absorption renforcée par cavité
optique

15h00 – 15h20

Thi Kim Thanh VUONG, Geneviève Bourg-Heckly, Christine Vever-Bizet
Laboratoire Acides Nucléiques, Biosciences et Photonique (ANBioPhy), CNRS FRE
3207, Génopôle Campus 1, 5 rue Henri Desbruères, 91030 Evry
Développement d’un système de mesure de la densité cellulaire sur lames par la
diffusion de lumière

15h20 – 15h40

Elodie Ly1, Olivier Piot1*, Anne Durlach2, Philippe Bernard3, 4, Michel Manfait1
1
MéDIAN, UMR CNRS 6237 MEDyC, Université de Reims-Champagne Ardenne, IFR
53, 51 rue Cognacq-Jay, 51096 Reims cedex
Microspectroscopies Raman et infrarouge. Applications au diagnostic des
cancers cutanés

15h40 – 16h00

Pause café

Imagerie de fluorescence
Président de session : Stéphane Mottin
16h00 – 16h20

Cathie Ventalon(1), Jerome Mertz(2), Valentina Emilani(1)
(1)
Laboratory of Neurophysiology and New Microscopies, CNRS UMR 8154, Inserm
U603, University Paris Descartes
Depth encoding with lensless structured illumination fluorescence microendoscopy

16h20 – 17h00

Ignacio Izeddina,b , Christian G. Specht b, Xavier Darzacq b, Antoine Triller b, Mickaël
Lelekc, Christophe Zimmerc and Maxime Dahana,b
a) Department of Physics, Ecole Normale Supérieure, 46 rue d’Ulm, 75005 Paris
Live imaging of actin filaments in synaptic spines beyond
the diffraction limit of light
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17h00 – 17h20

X. Maréchal, D. Montaigne, S. Lancel, R. Nevière
Département de Physiologie, Faculté de Médecine, Université Lille2
Quantifications des dysfonctions métaboliques et mitochondriales cardiaques par
microscopie intravitale de fluorescence

17h20 – 17h50

F. Piffaretti, P. Nowak-Sliwinska, K . Santakumar, H. van den Bergh,
J-P. Ballini, G. Wagnières
Medical PhotonicsGroup, Swiss Federal Institute of Technology, EPFL, Lausanne,
Switzerland
Delayed fluorescence for measuring tissular oxygen during PDT in vitro and
preliminary in vivo measurements

17h50 – 18h10

1

Leh B, 1,2Charon Y, 1,3Duval MA, 1Jean F, 1Lefebvre F, 1,2Menard L, 1Siebert R
Laboratoire IMNC, UMR 8165, F-91406 Orsay cedex
Développement d’une sonde basée sur la mesure de l’autofluorescence des tissus
pour la détection de tumeurs cérébrales – Etudes préliminaires sur fantômes et
simulations
1

18h10 – 18h30

Réunion comité OPTDIAG
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Vendredi 15 mai 2009 – Matin - Amphithéâtre Langevin
Imagerie de fluorescence et Raman
Président de session : Georges Wagnières
09h00 – 09h20

A-C. Ribou, T. Rharass, J. Vigo, J-M. Salmon
Institut de Modélisation et d’Analyse en Géo-Environnement et Santé, Université de
Perpignan Via Domitia, 52 avenue Paul Alduy, 66860 Perpignan
Que pouvons-nous apprendre des radicaux libres dans les cellules à partir des
mesures de durée de vie de fluorescence ?

09H20 – 09H40

I. Chourpa1, E. Munnier1, A. Paillard2, C. Linassier1,3, S. Cohen-Jonathan1,
R. Lewandowska4, E. Lancelot4, F. Boury2, E.Garcion2, P. Dubois1
1
Nanovecteurs magnétiques pour la Chimiothérapie, EA4244, Université
François Rabelais de Tours, 37200-Tours, France
Raman and Fluorescence Spectral Imaging of Biochemical Events in
Cells and Tissues

09h40 – 10h00

Emilie Pic1, Thomas Pons2, Victor Clausse1, Benoît Dubertret2, Lina Bezdetnaya1,
François Guillemin1, Frédéric Marchal1
1
CRAN, Nancy-Université, CNRS UMR 7039, Centre Alexis Vautrin, Avenue de
Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-lès-Nancy Cedex
Localisation des ganglions lymphatiques au moyen de quantum dots par imagerie
de fluorescence et étude de biodistribution par spectrométrie de masse chez la
souris

10h00 – 10h20

Muriel Abbaci1, Stephane Temam2, Odile Casiraghi3, Philippe Vielh3, Jacques Bosq3,
Pierre Fouret3 and Corinne Laplace-Builhé1
1
Plateforme Imagerie Cellulaire et cytométrie. UPRES EA 4040, Institut Gustave
Roussy, 39 rue Camille Desmoulins, 94805 Villejuif
Caractérisation des cancers laryngés par microendoscopie de fluorescence

10h20 – 10h40

G. Díaz-Ayil1, M. Amouroux1, G. Bourg-Heckly2, Y. Granjon1, W.C.P.M. Blondel1
1
Centre de Recherche en Automatique de Nancy, UMR 7039, Nancy-Université, CNRS
Classification de stades precancereux et cancéreux précoces cutanés par
spectroscopie bimodale in vivo

10h40 – 11h10

Pause café

Analyse d’images et traitement
Président de session : Bertrand Simon
11h10 - 11h30

P.F. Gardeazábal Rodríguez1, P. Blandin1, I. Maksimovic1, E. Sepulveda1, E. Muro1,
A. Fragola1, C. Taubert2, B. Dubertret1 and V. Loriette1,*
1
Laboratoire Photons Et Matière, ESPCI, 10 rue Vauquelin, Paris
Microscopie de fluorescence à illumination structurée 3D pour l’imagerie haute
résolution

11h30 – 11h50

J.-B Masson1,D. Casanova2, S. Türkcan2, G .Voisinne1, M.R. Popoff1 , M. Vergassola1
& A. Alexandrou2
1
Institut Pasteur, 25/28 rue du Docteur Roux, 75116, Paris France
Mesure, sans contact, des forces agissant sur des protéines dans de
microdomaines membranaires
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12h10 – 12h30

July Galeano1, Patrick Sandoz1, Emilie Gaiffe2, Jean-Luc Prétet2, Christiane Mougin2
1
Département d'Optique PM Duffieux, Institut FEMTO-ST, Université de FrancheComté, Besançon
Microscopie référencée en position : suivi site à site de l’évolution des cultures
cellulaires avec une précision subpixel

12h30 – 12h50

Achraf Ben Hamadou, Walter Blondel, Christian Daul, Charles Soussen, Didier Wolf
Centre de Recherche en Automatique de Nancy (CRAN), Nancy-Université, CNRS
Mosaïquage automatique d’images cystoscopiques : évaluations qualitatives et
quantitatives

Fin du colloque
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POSTERS Jeudi 14 mai – 10h30-12h30 Salle Champetier - ESPCI
DIFFUSION DE LA LUMIERE
1 - Imageur acousto-optique avec résolution millimétrique par holographie photoréfractive de front
d’onde et codage aléatoire de phase.
Max Lesaffrea,b, Salma Farahia, Michel Grossb, Philippe Delayec, François Ramaza
Institut Langevin, ESPCI ParisTech, CNRS UMR 7587, Laboratoire d'Optique Physique, 10 rue Vauquelin F-75
231 Paris Cedex 05
2 - Guidage de faisceau ultrasonore intense par renversement temporel de signaux photoacoustiques emis
par un contraste optique sélectif.
A.Funke, J-F. Aubry, M. Fink, A-C. Boccara, E. Bossy
Institut Langevin, ESPCI ParisTech, CNRS UMR 7587, 10 rue Vauquelin, 75231 Paris Cedex 05
3 - Développement d’un outil portatif pour la spectroscopie proche infrarouge résolue en temps
Marine Amourouxa, Wilfried Uhringb, Thierry Pébaylec, Patrick Pouleta, Luc Marlierc
a
Laboratoire d’Imagerie et de Neurosciences Cognitives (LINC) UMR 7191 Université de Strasbourg – CNRS,
Institut de Physique Biologique, 4 rue Kirschleger, 67085 Strasbourg Cedex
4 - Simulation 3D du problème direct pour la tomographie optique diffuse et de fluorescence sans contact
pour le petit animal
Farouk NOUIZI1, Renée CHABRIER1, Murielle TORREGROSSA2, Patrick POULET1
1
Laboratoire d’Imagerie et de Neurosciences Cognitives, Université de Strasbourg/CNRS, 4 rue Kirschleger,
67085 Strasbourg Cedex
5 - Influence du diamètre du faisceau excitateur sur la mesure du coefficient d’atténuation effectif :
approche théorique et expérimentale
Jean-Yves Le Pommellec , Jean-Pierre L’Huillier
Arts et Métiers ParisTech , LPMI-EA 1427, 2 Bd du Ronceray, 49035 Angers
6 - Distribution tridimensionnelle de la lumière dans une strucutre de tête d’adulte dérivée d’un acte
IRM : approche par la méthode de Monte Carlo
C. Mansouri1, J-P L’Huillier1, N.H., Kashou2
1
Arts et Métiers ParisTech, LPMI-EA 1427, 2 Bd du Ronceray, 49035 Angers
2
Biomedical Engineering Department, The Ohio state university, Colombus, OH 43210 USA
7 - Transformée en ondelettes des mesures pour la tomographie diffusive de fluorescence résolue en temps
Nicolas Ducros1;2, Anabela Da Silva3, Jean-Marc Dinten1 et Françoise Peyrin2
1
CEA,LETI, MINATEC, 17 rue des Martyrs, 38054 Grenoble
2
CREATIS -UMR CNRS 5220, Bât. Blaise Pascal, 69621 Villeurbanne Cedex
3
CNRS, Institut Fresnel, Campus Saint-Jérôme, F-13013 Marseille
8 - Mesure résolue dans le temps de la lumière diffuse avec une méthode interférométrique basée sur
l'utilisation d'une caméra CCD
D. Ettori, K. Neveu-Zarychta, L. Azizi, E. Tinet, S. Avrillier and J.-M. Tualle
Laboratoire de Physique des Lasers - Université Paris 13 Villetaneuse
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ANISOTROPIE ET POLARIMETRIE
9 - L’analyse polarimétrique de l’organisation de l’ADN en phases cristallines liquides.
Halina Mojzisova,, Joanna Olesiak, Marcin Zielinski, Katarzyna Matczyszyn, Dominique Chauvat, and Joseph
Zyss
LPQM Institut d’Alembert, Ecole Normale Supérieure de Cachan, 61 avenue du Président Wilson, 94235
Cachan, Cedex, France
10 - Imagerie polarimétrique des tissus humaines pour le diagnostic du cancer : expériences et
modélisation de Monte Carlo.
Maria-Rosaria Antonelli, Angelo Pierangelo, Tatiana Novikova, Antonello DeMartino, Bernard Huynh, Pierre
Validire, Henri Cohen
Laboratoire des Physique des Interfaces et des Couches Minces, Ecole polytechnique, 91128 Palaiseau France
11 - Spectres multifractals de signaux laser Doppler acquis au cours d’un chauffage cutané local
Anne HUMEAU1,2, Guillaume MAHÉ3, Benjamin BUARD1,2,
François CHAPEAU-BLONDEAU2, David ROUSSEAU2, Pierre ABRAHAM3
1
groupe esaip, 18 rue du 8 mai 1945, BP 80022, 49180 Saint Barthélémy d'Anjou cedex, France.
2
Laboratoire d'Ingénierie des Systèmes Automatisés (LISA), Université d'Angers,
62 avenue Notre Dame du Lac, 49000 Angers, France

IMAGERIE DE SURFACE ET ONDES EVANESCENTES
12 - Biopuce à résonance de plasmon de surface pour l’étude d’interaction biomoléculaires.
Mohamed Nakkach, Jérôme Hottin, Aurélien Duval, Jolanda Spadavecchia,
Alain Bellemain, Julien Moreau, Michael Canva
Laboratoire Charles Fabry de l’Institut d’Optique, Institut d’Optique Graduate School, Univ Paris-Sud, CNRS,
Campus Polytechnique, RD 128, 91127 Palaiseau cedex, France
13 - Microscopie en réflexion totale interne résolue en temps pour le suivi du FRET dans des processus
neurobiologiques
V. Devauges1,2,3, P. Blandin1, 2,3*, J.C. Cossec4, S. Lécart3, C. Marquer4, M.C. Potier4,
F. Druon2, 3, P. Georges2, 3 and S. Lévêque-Fort1, 3
1
Laboratoire de Photophysique Moléculaire, CNRS-UPR 3361, Univ. Paris Sud, 91405 Orsay, France
2
Laboratoire Charles Fabry de l'Institut d'Optique, CNRS-UMR 8501, Univ. Paris Sud, 91405 Orsay, France

MICROSCOPIE COHERENTE
14 - Parallel heterodyne laser Doppler imaging for cerebral blood flow mapping, in vivo.
M. Atlan1, M. Gross2, I. Férézou3, T. Vitalis3, A. Rancillac3
Institut Langevin - UMR 7587 CNRS, ESPCI ParisTech, INSERM, Universit´e Paris 6, Université Paris 7, 10
rue Vauquelin, 75231 Paris Cedex 05, France
15 - 3D Detection of Gold Nanoparticles used as Biomarkers in Live Cell Environments using Digital
Holographic Microscopy
1
2
3
2
2
1
Fadwa Joud , Nilanthi Warnsooriya , Philippe Bun , Gilles Tessier , Michael Atlan , Pierre Desbiolles , Maite
3
4
1
Coppey-Moisan , Marie Abboud and Michel Gross
1
Laboratoire Kastler Brossel de l’ENS de Paris, UMR 8552 CNRS, France
2
Institut Langevin, ESPCI, UMR 7587 CNRS, Paris, 75005, France
3
Institut Jacques Monod, UMR 7592 CNRS, Paris, 75005, France
4
Faculté des Sciences de l’Université Saint Joseph de Beirut, Lebanon
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MICROSCOPIE NON LINEAIRE
16 - Patterned two-photon illumination by spatio-temporal shaping of ultrashort pulses.
E. Papagiakoumou1, V. de Sars1, D. Oron2, V. Emiliani1
(Neurophysiology and New Microscopies Laboratory: Wave-front engineering microscopy group, CNRS
MR8154, INSERM S603, Paris Descartes University, 45, rue des Saints-Pères, 75270 Paris Cedex 06, France)
17 - Simulation de l’imagerie par génération de second harmonique d’échantillons biologiques complexes
M. Strupler et M.-C. Schanne-Klein
Laboratoire d'Optique et Biosciences, Ecole Polytechnique - CNRS - INSERM U696, 91128 Palaiseau, France

NANOPARTICULES FLUORESCENTES
18 - Puits quantiques de CdSe avec largeur à mi-hauteur des pics d’émission de 7nm.
Sandrine ITHURRIA et Benoît DUBERTRET
Laboratoire Photons Et Matière ,CNRS UPR5 ESPCI 10 rue Vauquelin, 75231 Paris Cedex 05
19 - Quantum dot micelle bioconjugates.
Olivier Carion,§* Mohamed Hanafi,§ Benoit Mahler,§ Thomas Pons,§ Eric Larquet,‡ Benoit Dubertret §
Laboratoire Photons Et Matière, CNRS UPR5, ESPCI, 10 rue Vauquelin, 75005 Paris, France
20 -Quantum dot as probes in cellular biology.
Eleonora Muro, Alexandra Fragola, Benoit Mahler, Thomas Pons, Benoit Dubertret.
Laboratoire Photons Et Matière ,CNRS UPR5 ESPCI 10 rue Vauquelin, 75231 Paris Cedex 05
21 -Une nouvelle sonde fluorescente pour l’imagerie biphotonique de l’activation de la voie de
signalisation AMPc/PKA dans les neurones.
Elvire GUIOT, Agnès BONNOT, Estelle DROBAC, Bertrand LAMBOLEZ
Laboratoire de Neurobiologie des Processus Adaptatifs, CNRS UMR7102, Université Pierre et Marie CurieParis6, 75005 Paris

DIAGNOSTIC OPTIQUE
22 - La microscopie de seconde harmonique comme outil de diagnostic biomédical.
T. Guilbert1, C. Odin1, Y. Le Grand1, L. Gailhouste2, F. Ezan2, G. Baffet2, B. Turlin3, Y. Desille4, D. Guyader4,
H. J. Wang5, A. Listrat5
Institut de Physique de Rennes, UR1/UMR CNRS 6251, Université de Rennes 1, Campus de Beaulieu, 35042
Rennes Cedex
23 - Intratumoral localisation kinetics of FOSLIP® using two photon confocal microscopy : correlation
with photodynamic efficiency.
Henri-Pierre Lassalle1, Dominique Dumas2, Susanna Gräfe3, Marie-Ange D’Hallewin1,
François Guillemin1, Lina Bezdetnaya1
Centre de Recherche en Automatique de Nancy, Nancy Université, CNRS, Centre Alexis Vautrin, Avenue de
Bourgogne, 54511 Vandoeuvre-les-Nancy, France
24 - Etude des fibroses rénales par microscopie de second harmonique
M. Strupler(1), A. Deniset-Besseau(1), C. Fligny(2), M. Hernest(1), V. Meas-Yedid(3),
J.-C. Olivo-Marin(3), A. Servais(4), E. Thervet(4), P.-L. Tharaux(2), M.-C. Schanne-Klein(1)
Laboratoire d'Optique et Biosciences, Ecole Polytechnique - CNRS - INSERM U696, 91128 Palaiseau, France
25 - Multiphoton microscopy as a diagnostic tool for pathological analysis of sentinel lymph nodes.
J. Lemiere1, J. Douady1, F. Estève2, D. Salameire3, S. Lantuejoul3, P. Lorimier3, C. Ricard2,
B. van der Sanden2 & J-C. Vial1.
CNRS-UJF UMR5588 : Laboratoire de Spectrométrie Physique – Grenoble
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26 - Sonde endoluminale IRM-optique pour le diagnostic du cancer colorectal : premier prototype et test
sur fantôme.
A. Ramgolam1, R. Sablong1, H. Saint-Jalmes2 et O. Beuf1
Université de Lyon, CREATIS-LRMN, CNRS UMR 5220; Inserm U630; INSA-Lyon; Université Lyon 1,
Villeurbanne, France
27 - Mise au point d’une technique de biopsie optique peu invasive pour l’aide au diagnostic précoce du
cancer du sein in vivo.
Lama Alchab1,2, Guillaume Dupuis1, Corinne Balleyguier3, Marie-Christine Mathieu3, Marie-Pierre FontaineAupart1,2 and René Farcy1,4
Centre de Photonique Biomédicale, Centre Laser de l’Université Paris-Sud 11, Faculté des Sciences d'Orsay,
bât. 106, 91405 Orsay cedex, France
28 - Tomographies Optiques & NeuroImageries Rhône-alpines chez le petit animal
Stéphane Mottin (a, a’), Jean-Claude Vial (b), Thomas Olivier (a,a’), Julien Douady (b), Baptiste Moine (a), B.
van der Sanden(b), Yaya Lefkir (a), Florence Appaix (b), Darine Abi-Haidar (a), Catherine Massart (b), Sabine
Palle (a’), Davy Cottet (b) Bruno Montcel (c), Hartmut Wege (b), Nicolas Mathevon (a’’), Mathieu Maurin (b),
Clémentine Vignal (a’’), Raymond Cespuglio (c’)
(a) Université de Lyon (UdL), CNRS, Lab. exTSI, St-Etienne
(a’) UdL, Centre Microscopie Multiphotonique, St-Etienne

29 - Optimisation de la kératoplastie par Laser à impulsions ultra-brèves
Florent Deloison1,+, Florent Aptel1,2, Caroline Crotti1, Donald A. Peyrot1, Michèle Savoldelli2, Jean-Marc
Legeais2, Karsten Plamann1,*
1
Laboratoire d’Optique Appliquée, ENSTA – École Polytechnique – CNRS UMR 7639, Chemin de la Hunière,
91761 Palaiseau cedex, France

IMAGERIE DE FLUORESCENCE ET RAMAN
30 - Etude du caractère invasif de lignées de mélanome par microspectroscopie Raman.
Nathalie Mainreck1, Olivier Piot1*, Frank Antonicelli2, Michel Manfait1
(MéDIAN, UMR CNRS 6237 MEDyC, Université de Reims-Champagne Ardenne, IFR 53, 51 rue Cognacq-Jay,
51096 Reims cedex)
31 - Analyse de la cellule unique vivante par micro-spectroscopie Raman
1
F. Draux, 1P. Jeannesson, 2J. Sulé-Suso, 1M. Manfait, 1G. D. Sockalingum
Unité MéDIAN, CNRS UMR 6237-MEDyC, UFR de Pharmacie, IFR53, Université de Reims ChampagneArdenne, 51 rue Cognacq-Jay, 51096 Reims Cedex, France
32 - Détection précoce des résistances aux antitumoraux des cancers urotheliaux par imagerie de
fluorescence
A.Deniset-Besseau1, S.Lécart2, S.Lévêque-Fort1, M.P.Fontaine-Aupart1, P.Eschwege3 et B.A.Lwaleed4
1) Laboratoire de Photophysique Moléculaire, CNRS UPR 3361, Université Paris-Sud, Orsay, France

ANALYSE D’IMAGES - TRAITEMENT
33 - Imagerie IR : méthode d’évaluation de la perception.
Armelle Bigouret (1), Fabrice De Oliveira(1), Sophie Moreau(1), Claudine Gehin(2)
CSTB Nantes, 11 rue Henri Picherit, BP 82341, 44323 Nantes Cedex 3
34 - Utilisation de la Transformée de Karhunen-Loeve pour l’aide au diagnostic en Fécondation In Vitro.
Charline André1, Christian Pieralli2, Bruno Wacogne2, Luc Froehly2, Christiane Joanne3, Christophe Roux3
Institut Supérieur d’Ingénieurs de Franche-Comté, 16, route de Gray, 25030 Besançon cedex
35 - Development and validation of an image-processing method to quantify the vascular effect induced by
anti-VEGF agents and photosensitizers in the chik’s chorioallantoic membrane model.
Patrycja Nowak-Sliwinska, Jean-Pierre Ballini, Hubert van den Bergh, Georges Wagnières
Photomedicine Laboratory, Swiss Federal Institute of Technology, EPFL, Lausanne, Switzerland
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36 - Shaping the photolysis excitation volume for caged neurotransmitters
Christoph Lutza, Thomas S. Otisb, c, Vincent DeSarsa, Serge Charpaka, David
A. DiGregoriob and Valentina Emiliania
a)
Neurophysiology and New Microscopy Laboratory: Wavefront engineering microscopy group, CNRS UMR
8154, INSERM U603, Université Paris Descartes, Paris, 75270 Paris Cedex 06, France
37 - Holographic photolysis and calcium imaging to investigate neuronal-glial cell interactions in brain
slices
Morad Zahid, Mateo Velez-Fort, Eirinie Papagiakoumou, Vincent de Sars, María Cecilia Angulo, Valentina
Emiliani,
Laboratory of Neurophysiology and New Microscopy, CNRS UMR8154, INSERM S603
Université Paris Descartes, 45, rue des Saints Père - Paris
38 - Méthode de recalage pour l’imagerie optique in vivo sur l’animal vigile
Mickaël Savinaud1,2, Serge Maitrejean2 et Nikos Paragios1
1
Ecole Centrale Paris, Grande Voie des Vignes, Chatenay-Malabry 92290 Châtenay Malabry
2
Biospace Lab, 10 rue Mercoeur 75011 Paris (smaitrejean@biospacelab.com)
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Présidente de session : Sigrid Avrillier
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TOMOGRAPHIE DE FLUORESCENCE RESOLUE EN TEMPS POUR
LA DETECTION OPTIQUE DU CANCER : INFLUENCE DE LA
PRECISION DE L’ESTIMATION DES PROPRIETES OPTIQUES POUR
LA RECONSTRUCTION
Laurent Guyon, Lionel Hervé, Jérôme Boutet, Mathieu Debourdeau, Philippe Peltié, Anne
Planat-Chrétien, Jean-Marc Dinten
CEA, LETI, Département Technologies pour la Biologie et la Santé, F-38054 Grenoble,
France. Tel. 04.38.78.03.63. Fax. 04.38.78.59.30. laurent.guyon@cea.fr
La tomographie optique de fluorescence dans les milieux diffus consiste à cartographier
en trois dimensions la concentration de fluorescence dans le milieu. Cette opération s’effectue
en trois temps. D’une part on cherche à connaître les propriétés optiques du milieu, i.e. leur
absorption a et leur diffusion isotrope s’, à l’aide d’une première expérience. Ensuite on
excite le milieu (contenant au moins une inclusion fluorescente) à l’aide de plusieurs
excitations ponctuelles successives, et pour chaque position de source, on enregistre les
images de fluorescence. Enfin, les images de fluorescence sont inversées pour reconstruire
la/les positions des fluorophores, en connaissant les propriétés optiques du milieu estimées
lors de la première étape.
Les propriétés optiques a et s’ des tissus varient avec la longueur d’onde et aussi d’un
organe à l’autre. Ils pourraient être pré-mesurés et tabulés, mais il existe une grande
variabilité d’un individu à l’autre. Il est donc intéressant de mesurer ces propriétés pour
chaque patient avant de faire une mesure de fluorescence. La mesure en continu de l’intensité
diffusée dans le milieu ne suffit pas à caractériser indépendamment les deux propriétés. Nous
utilisons donc une approche résolue en temps ; l’estimation de paramètre s’effectue en
ajustant l’intensité diffusée en fonction du temps à l’aide du modèle de diffusion. Nous
présenterons nos mesures de caractérisation sur deux « fantômes » qui présentent les mêmes
propriétés optiques que les seins et la prostate. Pour chaque mesure, nous estimerons l’erreur
réalisée sur l’estimation ; pour le fantôme de prostate, plus absorbant, l’approximation de la
diffusion n’est plus complètement valide et engendre une erreur plus importante (plus de 20%
d’erreur à la fois des coefficients d’absorption a et de diffusion s’).
Pour chacun des fantômes nous avons réalisé des expériences de tomographie, avec une
instrumentation adaptée à la géométrie de l’organe : en transmission pour les seins (sources et
détecteurs de part et d’autre de l’organe), et en réflexion pour la prostate. Nous montrerons,
pour chaque expérience, quelle est l’influence de l’estimation de a et s’ pour la localisation
et la quantification de la concentration d’une inclusion fluorescente (représentant une zone
cancéreuse préalablement marquée). Pour le fantôme de prostate par exemple, les erreurs dues
au modèle de propagation des photons et à la mauvaise estimation des paramètres impliquent
un décalage de la position reconstruite du capillaire fluorescent limité à une dizaine de %, par
contre la quantification de la concentration de molécules fluorescentes est particulièrement
sensible et l’erreur peut atteindre un ordre de grandeur.
Reconstruction d’un capillaire fluorescent dans un
fantôme de prostate. La position reconstruite dépend
peu des propriétés optiques estimées à la différence de
la quantification de la fluorescence.
La géométrie des fibres, que l’on enfonce un peu dans
le fantôme, est repérée par les ronds rouges (fibres
d’émission) et croix bleues (fibres de détection).
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LOCALISATION D’INCLUSIONS FLUORESCENTES IMMERGEES
DANS DES TISSUS DIFFUSANTS STRATIFIES PAR SPECTROSCOPIE
RESOLUE EN TEMPS : APPLICATION A LA MAMMOGRAPHIE
Jean-Pierre L’HUILLIER
Arts et Métiers ParisTech, LPMI-EA 1427, 2 Bd du Ronceray, 49035 Angers.
Tel : 02 41 20 73 85, E-mail : jean-pierre.lhuillier@angers.ensam.fr
Au cours de la période couvrant les deux dernières décennies, la communauté
scientifique spécialisée a centré ses efforts sur le développement de techniques optiques liées
à la spectroscopie et l’imagerie des tissus biologiques [1]. Dans ce champ d’activité, les
progrès ont été marqués non seulement par l’essor de nouvelles technologies
optoélectroniques, mais aussi par une connaissance accrue des phénomènes d’interaction
laser-tissus, présidant ainsi à la mise en œuvre de modèles résolus par le biais de méthodes
numériques. L’attrait des méthodes optiques pour le diagnostic médical est renforcé par leur
nature non ionisante et de surcroît par leur caractère non invasif. Par ailleurs, l’utilisation de
radiations dont les longueurs d’onde sont centrées à l’intérieur de la « fenêtre thérapeutique »
s’étendant de 600 à 900nm, permet de « sonder » les tissus sur plusieurs centimètres, en
raison de la très faible absorption des principaux chromophores qui y sont présents. Le
problème essentiel que posent cependant les tissus biologiques réside dans leur caractère
fortement diffusant aux longueurs d’onde précitées. Ainsi, malgré l’utilisation de techniques
temporelles qui permettent de sélectionner les photons les moins diffusés, l’exploitation du
contraste endogène ne permet pas de diagnostiquer des sites pathologiques dont le diamètre
est inférieur à 6mm [2]. Cette limite peut être largement reculée grâce à l’apport de marqueurs
fluorescents exogènes, qui augmentent le contraste entre tissus tumoraux et tissus contigus.
Cette méthode qui ne requiert qu’une faible concentration d’agents de contraste moléculaires
est actuellement en pleine émergence.
Le travail présenté s’inscrit dans cette nouvelle dynamique. Les développements
tendent à objectiver les possibilités de localiser un objet fluorescent (simulant une tumeur)
immergé dans une structure stratifiée (peau-tissus adipeux et glandulaires), d’épaisseur totale
égale à 45mm. La fluorescence est générée par la diffusion d’une impulsion laser (1ps),
appliquée et déplacée le long d’une des faces de la structure, tandis que la répartition spatiotemporelle des signaux de fluorescence transmis est analysée le long de la face opposée. Un
tel arrangement permet de simuler un acte de mammographie, les tissus du sein étant
légèrement comprimés entre deux plateaux translucides. Le modèle est fondé sur
l’approximation du régime de diffusion, sa résolution met en œuvre la méthode des éléments
finis. Le résultat essentiel de ces investigations montre que l’objet peut être aisément localisé
à partir des données d’un indicateur adimensionné [3,4], valable en mode de transmission et
qui s’affranchit de toute connaissance a priori de la structure des tissus, ainsi que des
paramètres optiques et des indices de réfraction propres à chaque couche tissulaire.
Références
[1] A.P.Gibson., C. Hebden., and S.R. Arridge., 2005 Recent advances in diffuse optical imaging, Phys. Med.
Biol. 50, R1-R43.
[2] B.W. Pogue., S.C. Davis., X. Song., B.A. Brooksby., H. Dehghani., K.D.Paulsen., 2006 Image analysis
method for diffuse optical tomography, J. Biom. Opt. 11(3), 033001 1-16.
[3] J-P L’Huillier., and F. Vaudelle., 2006 Improved localization of hidden fluorescent objects in highly
scattering slab media based on a two-way transmittance determination, Optics Express. 14 (26), 12915-12929.
[4] J-P L’Huillier., 2008 Time-domain fluorescence mammography using early-time reflected signals: finite
element approach, In Photon Management II, Proc. SPIE. Vol 6994, 69940D.
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SPECTROSCOPIE PROCHE INFRA-ROUGE
PAR IMAGERIE TEMPORELLE : LE PROJET SPIRIT
Marine AMOUROUXa, Bruno MONTCELb, Renée CHABRIERa, Patrick POULETa
a

Laboratoire d’Imagerie et de Neurosciences Cognitives (LINC) UMR 7191 Université de Strasbourg – CNRS,
Institut de Physique Biologique, 4 rue Kirschleger, 67085 Strasbourg Cedex, Tél. : 0390244054, Fax :
0390244084, marine.amouroux@linc.u-strasbg.fr, renee.chabrier@linc.u-strasbg.fr, patrick.poulet@linc.ustrasbg.fr
b
Laboratoire CREATIS-LRMN - CNRS UMR 5220 - INSERM U630 - Univ. Lyon1 - INSA Lyon Bat ESCPE,
3 rue Victor Grignard, 69616 Villeurbanne. Tél. : 0472448436, Fax: 0472448199, bmontcel@univ-lyon1.fr

Introduction La détection non-invasive d’activation cérébrale par méthode optique repose
sur le couplage neurovasculaire c’est à dire sur l’augmentation du débit sanguin et la variation
du taux d’oxygénation au regard de l’aire cérébrale concernée par l’activation neuronale.
C’est parce que cette notion d’ « aire » est fondamentale en neurosciences que notre groupe
souhaite évoluer vers une instrumentation qui permette la localisation de l’activation cérébrale
dans une région d’intérêt entière. Nous présentons ici les variations de concentrations
d’hémoglobine et d’oxyhémoglobine résolues en fonction du temps de vol des photons pour
différents couples source-détecteur et les cartes surfaciques obtenues par interpolations
linéaires, suite à des mesures réalisées in vivo chez l’homme et qui montrent l’intérêt de la
résolution temporelle. Nous démontrons ensuite l’intérêt que l’éclairage et la détection
surfaciques apportent à la sensibilité de détection grâce à des profils temporels et des cartes
surfaciques obtenus par simulations numériques. Enfin nous proposons de décrire l’état
d’avancement du développement instrumental du projet SPIRIT qui vise à rassembler toutes
les caractéristiques que nous pensons être des évolutions technologiques fondamentales : la
résolution temporelle, l’éclairage et la détection surfacique et le non-contact.
Matériels et méthodes Mesures ponctuelles in vivo chez l’homme résolues en temps Au
cours de l’activation du cortex moteur, une fibre optique excitatrice (longueurs d’onde : 690 et
830 nm) est située au centre d’un carré de 60 mm de diagonale aux sommets duquel sont
posées 4 fibres détectrices. Une interpolation linéaire permet ensuite d’estimer l’absorption de
l’hémoglobine sur la région entière délimitée par le carré. La détection des photons réfléchis
est réalisée par fenêtres temporelles de 300 ps. Simulations numériques Le logiciel Comsol
est utilisé pour simuler successivement une excitation ponctuelle puis une excitation
surfacique d’un objet multi-couches aux coefficients optiques mimant ceux rencontrés in
vivo respectivement pour la peau, le crâne, les méninges, la matière grise et la matière blanche.
Résultats et discussion La carte de détection de l’ensemble des photons montre un profil de
variations d’intensité des photons détectés dont le contraste est nettement amélioré lorsque
seuls les photons « tardifs » sont conservés et que les photons « précoces » sont éliminés, les
photons tardifs apportant une information plus pertinente sur la profondeur d’intérêt qu’est le
cortex. La résolution temporelle permet également une amélioration de la résolution spatiale.
L’analyse des profils temporels obtenus par simulation numérique indiquent que cette
sensibilité aux couches profondes est encore améliorée grâce à l’éclairage surfacique.
Perspectives Le projet SPIRIT rassemble 2 Unités Mixtes de Recherche CNRS-Université De
Strasbourg (le Laboratoire d’Imagerie et de Neurosciences Cognitives et l’Institut
d’Electronique du Solide et des Systèmes) ainsi que 2 entreprises (Photonis et Telmat).
L’objectif est de développer un appareil résolu en temps et permettant une mesure surfacique
sans contact. Sur le plan clinique, un tel instrument améliorera non seulement la sensibilité de
détection et la résolution spatiale mais également le confort du patient en supprimant le temps
de pause des fibres optiques au contact du scalp ainsi que le temps nécessaire à un balayage
de la surface à explorer.
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Tomographie Optique Diffuse spectrale & spatiale : réponse
hémodynamique cérébrale à une stimulation acoustique chez le diamant
mandarin.
a

b

a

c

Stéphane Mottin , Bruno Montcel , Hugues Guillet de Chatellus , Nicolas Mathevon ,
a
c
Stéphane Ramstein , Clémentine Vignal .
a : CNRS, Université de Lyon, Université St-Etienne, Lab. H. Curien, 18 rue Lauras, 42000 Saint-Etienne.
mottin@univ-st-etienne.fr. b : Université de Lyon, CNRS, INSERM, Lab CREATIS-LRMN, 3 rue Victor
Grignard, 69616 Villeurbanne. bmontcel@univ-lyon1.fr; c : Université de Lyon, Université St-Etienne, Lab.
ENES, 42 rue Paul Michelon, 42023 Saint-Etienne. clementine.vignal@univ-st-etienne.fr.

Introduction : En neurophysiologie, la Tomographie Optique Diffuse (DOT) se révèle être une
méthode puissante pour l’étude fonctionnelle de l’activité cérébrale. Le signal optique est corrélé avec
de nombreux évènements cellulaires et neuro-vasculaires. Hélas la séparation de chaque processus
physiologique est difficile nécessitant un appareillage complexe. Nous décrivons ici les mesures et
l’analyse de la réponse hémodynamique cérébrale consécutive à une stimulation acoustique chez le
diamant mandarin, un oiseau chanteur. Les DOT en neurophysiologie chez l’animal fêtent leurs 20ans
de recherche mais hélas les approches avec des sources continues ou des sources à quelques longueurs
d’onde ont montré de graves défaillances. La force de notre approche picoseconde consiste à croiser la
spectroscopie proche infra-rouge et la mesure de réflectance. En repoussant les limites à la fois en
termes de résolution et d’étendue spectrale, de résolution temporelle et de résolution en temps de vol,
nous obtenons une méthode très sensible et robuste.
Matériels et méthodes : Cinq oiseaux faiblement anesthésiés sous isoflurane ont subit 30 stimuli
acoustiques (cris et chants des familiers avec en
aléatoire du bruit blanc) de 20s. Le système
expérimental est décrit en détail précédemment [1].
L’interface avec la tête de l’oiseau est de deux types (a)
DOT-spectrale : Deux fibres optiques d’émission et de
détection sont maintenues sur la tête de l’oiseau. La
fibre de détection est reliée à un spectrophotomètre qui
étale le signal recueilli le long de la fente de la streak
camera; (b) DOT-spatiale : La fibre de détection et le
spectrophotomètre sont remplacés par un système
permettant d’imager un segment de 5mm autour du
sillon médian sur la tête de l’oiseau.
Les variations locales en oxy- (HbO2) et déoxyhémoglobine (Hb) sont calculées à partir de leurs
spectres d’absorption respectifs (640 longueurs d’onde).
Résultats et discussion : Les deux transmittances (cf
figure) présentent des comportements temporels très
proches. Elles atteignent des variations maximales
immédiatement après le début de la période de
stimulation et après le début de la période de retour au
silence. Les concentrations de HbO2 et Hb présentent
des
variations
maximales
significatives
et
respectivement de 0.75 µMole/L et 0.42 µMole/L. Ces
travaux démontrent la capacité de ce système à mesurer
avec précision et rapidité (1/30s) l’hémodynamique
cérébrale chez un petit animal. Ceci ouvre également de
Figure : Variations de la transmittance résolue
vastes perspectives.
Références : [1] C. Vignal, T. Boumans, B. Montcel, S.
Ramstein, M. Verhoye, J. Van Audekerke, N. Mathevon,
A. Van der Linden, S. Mottin, Physics in Medicine and
Biology, 53, 2457-2470, 2008.

par temps de vol. a : Variations spectrales (668844nm) b: Variations le long du segment de
5mm sur une fenêtre spectrale 690-710nm. La
position 0 correspond au sillon médian.
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Résumé:
Nous avons récemment démontré dans des fantômes de tissus mous biologiques qu'il
est possible de détecter optiquement une onde de cisaillement générée en profondeur par
pression de radiation ultrasonore [Bossy, et al., APL 90(17), 2007]. La détection proposée
repose sur la mesure de la décorrélation transitoire (quelques millisecondes) de figures de
speckle imagées à l'aide d'une camera rapide (2 KHz).
Cette approche présente plusieurs intérêts dans le cadre de la caractérisation des tissus
biologiques. En terme de paramètres, il est possible de détecter d'une part la présence d'une
hétérogénéité de nature optique (absorption optique) et d'autre part la présence d'une
hétérogénéité de nature mécanique (zone dure, avec une module de cisaillement plus élevé).
De plus, cette détection est spatialement résolue, avec une résolution contrôlée par la taille du
faisceau utrasonore qui engendre la pression de radiation et crée l'onde de cisaillement. En
terme de sensibilité, il s'est avéré que la technique permettait de détecter des déplacements
submicroniques, qu'il n'est pas possible de détecter par les techniques habituellement utilisés
pour suivre la propagation d'onde de cisaillement dans les tissus (échographie ultrarapide,
IRM).
Dans ce travail, nous présenterons des résultats expérimentaux obtenus sur fantômes
de tissus mous, ainsi qu'une modélisation des phénomènes observés.
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ETUDE DES VARIATIONS SPATIALES DES
SPECTRES MULTIFRACTALS DE SIGNAUX LASER DOPPLER
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La fluxmétrie laser Doppler (FLD) permet le contrôle en temps réel de la perfusion
microcirculatoire (Nilsson et al., 1980). C'est une technique généralement utilisée pour la
recherche clinique, qui donne une vue périphérique du système cardiovasculaire (Humeau et
al., 2007). Les signaux de FLD sont produits par l'interaction entre les photons d'une lumière
laser et les tissus, le mouvement des cellules (principalement les érythrocytes) provoquant une
modification de la fréquence des photons.
En menant une analyse multifractale de signaux de FLD et de signaux de variabilité
cardiaque (issus de signaux ECG), acquis sur des sujets sains, notre équipe a récemment
montré que les spectres multifractals des signaux de FLD sont plus larges que ceux des
signaux de variabilité cardiaque (Humeau et al., 2009). Depuis, d'autres études ont été menées
sur ce sujet (Buard et al., 2009). Cependant, les mécanismes sous-jacents déterminant la
largeur des spectres multifractals des signaux de FLD restent encore à déterminer. Notre
objectif est donc d'apporter une contribution sur ce sujet. Pour cela, nous présentons ici une
comparaison de spectres multifractals de signaux de FLD acquis sur différentes zones
anatomiques : zones acrales vs zones non acrales.
Cinq sujets sains ont participé à l'étude. Pour chaque sujet, trois sondes laser Doppler
ont été utilisées : deux sondes ont été positionnées sur les mains (une sur chaque main, côté
paume, qui est une zone acrale) ; la troisième sonde a été positionnée sur l’avant bras
droit (face ventrale ; zone non acrale). Les spectres multifractals des signaux de FLD acquis
ont ensuite été calculés en faisant tout d’abord une estimation de leur fonction de partition,
puis en déterminant leurs exposants de Renyi par une régression linéaire, et finalement en
calculant leur transformée de Legendre.
Nos résultats confirment que les spectres multifractals des signaux de FLD enregistrés
sur l'avant-bras de sujets sains au repos sont faiblement multifractals. De plus, nous montrons
que les spectres multifractals de signaux enregistrés sur les paumes des mains sont plus larges
que ceux provenant de signaux enregistrées sur l'avant-bras. Les propriétés des zones acrales
pourraient donc être, en partie au moins, impliquées dans la largeur des spectres multifractales
des signaux de FLD. Nous débutons actuellement d'autres études afin d'approfondir cet aspect.
Buard B., Trzepizur W., Mahe G., Chapeau-Blondeau F., Rousseau D., Gagnadoux F., Abraham P., Humeau A. (2009)
"Multifractal spectra of laser Doppler flowmetry signals in healthy and selep apnea syndrome subjects". Soumis.
Humeau A., Steenbergen W., Nilsson H., Strömberg T. (2007) "Laser Doppler perfusion monitoring and imaging: novel
approaches", Medical and Biological Engineering and Computing, vol. 45, pp. 421-435.
Humeau A., Buard B., Chapeau-Blondeau F., Rousseau D., Mahe G., Abraham P. (2009) "Multifactal analysis of central
(electrocardiography) and peripheral (laser Doppler flowmetry) cardiovascular time series from healthy human subjects.
Soumis.
Nilsson G E, Tenland T, Oberg P A (1980) "Evaluation of a laser Doppler flowmeter for measurement of tissue blood flow",
IEEE Transactions on Biomedical Engineering, vol. 27, pp. 597-604.
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IMAGERIE EN DEGRE DE POLARISATION DE COLLAGENE DE
TYPE I, DEPORTEE PAR FIBRE OPTIQUE
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L'imagerie polarimétrique est une technique puissante qui permet d'obtenir des informations inaccessibles par
imagerie intensimétrique sur la micro ou la nanostructuration d'un objet d'intérêt. L'imagerie en degré de
polarisation (DOP), qui en est la variante la plus simple, s'avère prometteuse pour de nombreuses applications
dans le domaine de la biologie, en particulier en dermatologie (détection de syndromes radio-induits), pour le
diagnostic précoce du cancer de l'utérus ou pour la caractérisation de certains tissus reconstitués à partir de
cellules souches.
Cependant, parce que l'état de polarisation du faisceau tombant sur l'objet et celui de la lumière renvoyée
(rétrodiffusée ou rétroréfléchie) doivent être connus, l'imagerie en DOP exclut a priori le déport de la lumière
par voie endoscopique entre l'ensemble source-détection et la cible d'intérêt. Ainsi, certaines applications telles
que le diagnostic in-vivo in-situ (c'est-à-dire sans biopsie) ne peuvent bénéficier de cette technique.

Nous proposons un nouveau procédé d'imagerie en DOP, qui permet de s'affranchir de cette
limitation. Grâce à une compensation passive et en temps réel de la biréfringence des fibres de
l'endoscope d'une part, à un traitement adapté des signaux détectés en retour d'autre part, nous
avons pu réaliser les premières images en DOP déportées par fibre de divers échantillons de
tissus biologiques.
Dans cette communication, nous décrirons brièvement le principe mis en oeuvre. Nous
montrerons ensuite des exemples d'images en DOP déportées par fibre de différents
matériaux: neutres à la polarisation, biréfringents ou partiellement dépolarisant. Enfin nous
commenterons en détail les résultats que nous avons obtenus sur des échantillons de tendons
de porc et de queue de rat (collagène de type I) dont certaines zones ont été dégradées par
laser ou par attaque acide.
La figure 1b montre un exemple d'une image en DOP d'un échantillon de tendon de porc. Les
zones en rouge correspondent à des fibres de collagène non dénaturées, fortement
biréfringentes, se traduisant par une forte valeur de DOP mesurée. Au contraire, les régions en
bleu sont la signature de fibres dégradées avec une biréfringence moindre. Les zones saines et
les zones dégradées sont en revanche indiscernables par imagerie intensimétrique (figure 1a).
zones saines

zones dégradées
par attaque acide

DOP
(a)

Image intensimétrique

(b) Image en DOP déportée par fibre

Figure 1 : (a) image en intensité, (b) image en DOP déportée par fibre, d'un échantillon de
tendon de porc dégradé par attaque acide (5mm x 3mm, résolution 20µm)
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ANALYSE ELLIPSOMETRIQUE SUR LUMIERE DIFFUSE POUR UNE
OPTIMISATION DU CONTRASTE D’IMAGERIE
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Abstract : On analyse des données ellipsométriques sur lumière diffuse pour optimiser le
contraste d’imagerie en milieu complexe. On montre la possibilité d’ « effacer » certaines
sources de lumière au profit d’objets à identifier.

Résumé
Plusieurs techniques sont développées pour améliorer les performances des techniques
d’imagerie en milieu complexe. Nous proposons une méthode alternative d'imagerie sélective
dans de tels milieux [1]. La procédure requiert un éclairage en lumière polarisée et une
mesure angulairement résolue de signaux ellipsométriques diffusés. Un doublet
polarimétrique est placé en amont du système de détection, avec un point de fonctionnement
établi pour l'annulation de la diffusion dans chaque direction de l’espace. On montre que ce
point de fonctionnement peut être systématiquement approché indépendamment de la
microstructure des objets diffusants [2]. Par ailleurs, la condition d’annulation est sélective et
permet une forte réduction de la diffusion de surface au profit de celle de volume, ou
inversement [3]. La figure 1 ci-dessous donne une idée des résultats envisageables, qui sont
discutés pour différentes situations dont le diagnostic biomédical. En particulier on adresse le
problème de la polarisation partielle « monochromatique » [4], qui constitue la limite de la
procédure.

Figure 1: images enregistrées avant (gauche) et après (droite) réglage des éléments optiques
References
1- Claude Amra, Carole Deumie, and Olivier Gilbert, "Elimination of polarized light scattered by surface
roughness or bulk heterogeneity," Opt. Express 13, 10854-10864 (2005)
2- L. Arnaud, G. Georges, J. Sorrentini, M. Zerrad, C. Deumié and C. Amra, “An enhanced contrast to
detect bulk objects under arbitrary rough surfaces”, to be published in Optics Express
3- Gaëlle Georges, Carole Deumié, and Claude Amra, "Selective probing and imaging in random media
based on the elimination of polarized scattering," Opt. Express 15, 9804-9816 (2007)
4- Claude Amra, Myriam Zerrad, Laure Siozade, Gaelle Georges, and Carole Deumié, "Partial polarization
of light induced by random defects at surfaces or bulks," Opt. Express 16, 10372-10383 (2008)
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Microscopie de fluorescence à onde évanescente et spectroscopie à
corrélation de fluorescence (FCS) pour l’analyse d’ADNc.
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Nous avons développé une expérience de microscopie de fluorescence à onde évanescente
(Fig. 1) pour analyser, in fine, avec des biopuces, de très petites quantités d'ARN produits aux
différents stades de maturation de graines d'Arabidopsis (ANR Génoplante 2008). Nous
présentons des résultats préliminaires d’images par onde évanescente obtenues sur le gène
rbcL (un gène marqueur de la photosynthèse). Des expériences de spectroscopie à corrélation
de fluorescence (FCS) ont également été effectuées pour contrôler la concentration et le
marquage des molécules d'ADNc (synthétisées avec des bases dCTP-Alexa647) et distinguer
des transcrits de longueurs différentes.
Des simples brins fluorescents d’ADNc, fixés à l’interface verre – eau, ont été clairement
identifiés par imagerie de molécules uniques. Des mesures effectuées en fonction du temps
ont permis d'estimer le photoblanchiment de l'ADNc. Nous avons ainsi observé des déclins
exponentiels des brins uniques, en accord avec le fait que plusieurs bases cytosines
fluorescentes ont été incorporées dans les simples brins.

Fig.1 : principe de l’imagerie à onde
évanescente ; l’encart (1) montre une image de
fluorescence de brins d’ADNc fixés sur la
surface de verre (gène plastidial rbcL).

Les expériences de FCS nous ont
permis de mesurer la concentration
des molécules d’ADNc en solution
(de l’ordre du nM) ainsi que leurs
temps de diffusion à travers le volume confocal. Le temps de diffusion des brins d’ADNc de
300 bases (620µs) est environ 20% plus long que le temps de diffusion des brins de 150 bases
(530µs), lequel est environ dix fois plus grand que celui du marqueur fluorescent seul (Alexa
647, 60µs). De plus, la brillance des molécules d'ADNc par rapport à l’Alexa indique que
plusieurs bases fluorescentes ont été incorporées, mais que du quenching a très
vraisemblablement lieu.
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Nous présentons une nouvelle technique d’imagerie de fluorescence médiée par les plasmons
de surface (SPMFM) permettant une imagerie membranaire amplifiée.
La microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRFM) exploite les propriétés
d’une onde évanescente induite, afin d’illuminer et d’exciter des fluorophores dans une région
restreinte de l’échantillon, à l’interface avec une lamelle de verre. Il est ainsi possible
d’étudier les interactions de molécules avec des surfaces mais aussi les phénomènes
membranaires et les interactions d’adhésion de cellules.
Notre technique, alternative à la microscopie de fluorescence par réflexion totale interne,
utilise les avantages uniques des propriétés des plasmons de surface (SP) de film métallique
[1]. Ces modes de mouvement de charges collectives, sont associés à d’intenses champs
électromagnétiques évanescents perpendiculaires à la surface [2].
Dans cette configuration, la lumière de fluorescence est émise à travers le film métallique via
une émission croisée et un couplage champ-proche avec les SP.
Cela a pour avantage, une augmentation du signal de fluorescence (voir figure 1a), une
augmentation du confinement ainsi qu’une réduction du photoblanchiment et du bruit de fond
Nous montrerons des résultats sur des cellules HEK (voir figure 1b) et nous comparerons les
techniques de TIRFM et de SPMFM.

Fig. 1: (a) Signal de fluorescence en fonction de la distance fluorophore-métal en SPMFM (rouge) et
en TIRF (bleu) (b) Image SPMFM d’une cellule HEK dont les marqueurs Cb1 sont marqués avec
mCherry
[1] R.-Y. He, G.-L. Chang, H.-L. Wu, C.-H. Lin, K.-C. Chiu, Y.-D. Su, and S.-J. Chen Opt. Express
14, 9307-9316 (2006).
[2] W. L. Barnes, A. Dereux, and T. W. Ebbesen, Nature 424, 824–830 (2003).
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MICROSCOPIE TOMOGRAPHIQUE DIFFRACTIVE OPTIQUE POUR
L’OBSERVATION DE SPECIMENS BIOLOGIQUES NON-MARQUES
Bertrand Simon, Matthieu Debailleul, Vincent Georges, Olivier Haeberlé
Laboratoire MIPS/LabEl - Université de Haute-Alsace, IUT de Mulhouse, 61 rue Albert
Camus, 68093 Mulhouse Cedex France
Anne Beghin, Yves Tourneur, Denis Ressnikoff
Centre Commun de Quantimétrie - Faculté Rockefeller, 8, avenue Rockefeller,
69008 Lyon (FRANCE)
La microscopie optique est sans nul doute une technique de choix pour l'étude des
échantillons biologiques. Des outils comme le microscope confocal de fluorescence et ses
variantes permettent aujourd'hui l'étude de spécimen en trois voire quatre dimensions tout en
mettant en évidence les structures et fonctions cellulaires au moyen de marquages spécifiques.
Cependant, ces techniques ne permettent pas de réaliser des mesures en lien direct
avec les propriétés physiques du spécimen et les études morphologiques restent limitées aux
structures marquées. Les études morphologiques se font alors sur des spécimens non marqués
en utilisant des techniques de transmission en lumière blanche. Dans ce cas, les contrastes
enregistrés ne sont reliés que de façon complexe aux propriétés physiques du spécimen et la
résolution est également limitée.
Nous avons construit un prototype de microscope optique tomographique diffractif qui
permet, en associant les techniques de microscopie holographique et de synthèse d'ouverture,
d'imager la distribution tridimensionnelle d'indice optique dans ses deux composantes
(absorption et réfraction)[1-3]. Nous avons récemment démontré une résolution latérale de
130 nm, pour une illumination à 633 nm et une ouverture numérique de l'objectif et du
condenseur de 1,4, soit λ/3.5NA [4], avec une grande sensibilité aux faibles variations
d’indice optique [3,4].
Les résultats obtenus sur divers spécimens biologiques, en microscopie tomographique
diffractive et en microscopie confocale de fluorescence, mettent en évidence les avantages et
limites de la microscopie optique tomographique diffractive en termes de résolution et son
apport pour l'étude morphologique de ces spécimens, tout en démontrant sa complémentarité
vis-à-vis de techniques déjà existantes. Nous présenterons en particulier des images obtenues
sur des cellules humaines infectées par le virus humain influenza H3N21 pour lesquelles les
informations accessibles sont sensiblement différentes selon la technique employée.
[1]

E. Wolf, Three-dimensional structure determination of semitransparent objects from holographic data,
Opt. Comm. 1, (1969) 153–156

[2]

V. Lauer, New approach to optical diffraction tomography yielding a vector equation of diffraction
tomography and a novel tomographic microscope, J. Microscopy 205 (2002) 165-176.

[3]

B. Simon et al., Tomographic diffractive microscopy of transparent samples, Eur. Phys. J.: Appl. Phys.
44, (2008) 29-35.

[4]
M. Debailleul et al., High resolution three-dimensional tomographic diffractive microscopy of
transparent and biological samples, Opt. Lett. 34 (2009) 79-81.

1

Nous tenons tout particulièrement à remercier Manuel Rosa-Calatrava, FRE3011, Virologie et Pathogénèse
humaine, de Lyon pour la mise à disposition du spécimen de virologie.

31
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La tomographie par cohérence optique (ou OCT acronyme de Optical Coherence
Tomography) plein champ s’est développée il y a quelques années comme une alternative de
la tomographie par cohérence optique conventionnelle. L’OCT plein champ acquiert sur un
détecteur matriciel, en sortie d’un microscope interférométrique illuminé par une source
faiblement cohérente, des images tomographiques orientées en-face [1,2].
De récents développements en OCT conventionnelle ont tiré profit de la réponse
spectroscopique des échantillons biologiques : la source lumineuse, un supercontinuum
généré dans une fibre à cristal photonique, permettait de produite des images tomographiques,
enregistrées simultanément sur deux détecteurs sensibles à 800 nm et 1300 nm [3]. Nous
présentons ici un dispositif d’OCT plein champ de haute résolution fonctionnant
simultanément dans les gammes spectrales 800 et 1200 nm à l’aide d’une caméra CCD au
Silicium (Si) et d’une caméra à l’Indium Gallium Arsenide (InGaAs), illuminées par une
lampe halogène. Le dispositif est optimisé pour supporter les deux gammes de longueurs en
parallèle, atteignant des sensibilités de détection de l’ordre de 90 dB et une résolution spatiale
micrométrique dans les trois directions. Des images de tissus biologiques ex vivo sont
présentés (trachée de lapin et embryon de Xenopus laevis) avec un gain visible de la
profondeur de pénétration à 1200 nm. Une représentation colorimétrique est également
présentée, qui permet d’améliorer la visualisation des propriétés spectroscopiques.

Figure 1: Coupe tomographique XZ d’un embryon de la
grenouille
africaine
Xenopus
Laevis,
obtenue
simultanément à 800 nm (a) et 1200 nm (b)

[1] L. Vabre, A. Dubois, and A.C. Boccara, “Thermal-light full-field optical coherence tomography,” Opt. Lett. 27, 530-533
(2002).
[2] A. Dubois, L. Vabre, A. C. Boccara and E. Beaurepaire, “High-resolution full-field optical coherence tomography with a
Linnik microsocope,” Appl. Opt. 41, 805-812 (2002).
[3] F. Spöler, S. Kray, P. Grychtol, B. Hermes, J. Bornemann, M. Först and H. Kurz, “Simultaneous dual-band ultra-high
resolution optical coherence tomography,” Opt. Express 15, 10832-10842 (2007).
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L’OCT plein champ est une technique d’imagerie interférométrique qui permet de réaliser de
façon non destructive et sans contact des coupes virtuelles de tissus biologiques avec une
résolution typique de l’ordre du µm dans les 3 dimensions. Cette résolution est nécessaire
pour que l’analyse des tissus puisse se faire jusqu’à l’échelle cellulaire comme le veut la
pratique de l’analyse histopathologique.
Pour le diagnostic peropéatoire l’anatomopathologiste a besoin d’explorer des échelles très
différentes pour évoluer, selon ses besoins, entre une vision macroscopique de la pièce ablatée
à l’analyse cellulaire. L’OCT plein champ, grâce à sa sensibilité, sa résolution et sa vitesse
d’acquisition permet d’explorer des champs importants représentant quelques dizaines de
millions de pixels et d’analyser structures et textures avant de zoomer sur les zones
d’importance pour le diagnostic (marges, zones envahies etc.) comme le schématise la figure
(tumeur du sein).

Nous décrirons brièvement les principes de l’OCT plein champ et monterons la pertinence du
contraste obtenu pour l’analyse de tissus provenant de différents organes.
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NEW AOD SCANNER PROVIDING ULTRAFAST DEFLECTION AND
LARGE FIELD OF VIEW IN TWO PHOTON MICROSCOPY.
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Two-photon scanning microscopy (TPSM) is a powerful tool for imaging deep inside
living tissues with sub-cellular resolution. The spatio-temporal resolution of currently
available TPSM is strongly limited by the galvanometric mirrors which scan the laser beam.
Full images at frame rates of tens of Hz have been obtained, but events occurring at a ms
timescale can only be followed by scanning repeatedly a single line. This approach severely
constrains however the spatial sampling.
Because acousto-optic deflectors (AOD) are non-mechanical devices, they allow access
at any angle within a few microseconds. Fast point by point scanning strategy using AOD
might for this reason increase both the signal-to-noise ratio and the sampling rate with respect
to galvanometric full frame imaging, since more time is spent on each point of interest.
However, the use of AOD with femtosecond pulses is not straightforward. Many issues have
indeed to be overcome in order to implement AOD as standard scanners in TPSM. First large
spatial and temporal dispersions of the femtosecond pulses are introduced by the AOD due to
the propagation and the diffraction in the deflectors. AOD and setups for temporal and spatial
compensation are also introducing large power loss. Finally, the available field of view is
limited by the small aperture and scanning range of standard AOD.
We have fully characterized a custom made AOD scanner from the company A&A
having exceptional physical dimensions and performance: 13mm aperture, 50mrad scanning
range, a tuning range of 720-880nm allowing access to about 850 points per line (7.105 points
in the FOV). Spatial and temporal compensations were obtained simultaneously by a single
optical setup consisting in an AOM placed at distance of the AOD, thus strongly limiting
power loss. Using a GRENOUILLE, an easy to align Frequency-Resolved Optical Grating
(FROG), we have shown that temporal broadening and spatial dispersion can be minimized
using this setup. Moreover, we have characterized the spatio-temporal distortions including
spatial chirp (SC) and pulse front tilt (PFT) which arise from the single pass in the AOMAOD setup. We have demonstrated that the fine tuning of the AOM-AOD setup and the use
of large aperture AOD allow minimization of PFT and SC. Finally, this new AOD scanner
provides very large field of view, of the order of 300µm, with ultrafast scanning capability.
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DU COEFFICIENT D’HYPERPOLARISABILITE DU SECOND ORDRE
DU COLLAGENE A L’IMAGERIE DE SECOND HARMONIQUE DE
MATRICES DENSES COLLAGENIQUES
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Il a été récemment démontré que la microscopie par génération de second harmonique
(SHG) permet d’imager spécifiquement et de manière sensible le collagène fibrillaire. La
microscopie SHG apparait donc comme une technique de choix pour sonder l’architecture tridimensionnelle du collagène fibrillaire dans les tissus ou les matrices denses ainsi que pour
suivre l’évolution de pathologies fibrosantes [1,2]. Cependant, l’origine du signal SHG
observé dans le cas du collagène fibrillaire est encore mal déterminée. Nous avons donc
effectué des mesures de diffusion hyper Rayleigh (HRS) afin d’évaluer la réponse non
linéaire d’une triple hélice de collagène et d’interpréter son origine physique. Ces
expériences, menées sur des solutions de collagène moléculaire de type I, ont permis de
déterminer le coefficient d’hyperpolarisabilité du second ordre, soit 1.25 10-27 esu [3], valeur
étonnamment élevée si l’on considère que la séquence d’acides aminés du collagène I ne
présente aucun harmonophore intense. Néanmoins, les expériences résolues en polarisation
ont mis en évidence l’existence d’une contribution cohérente au signal HRS, en plus de la
contribution incohérente observée spécifiquement chez les molécules dont la longueur est
inférieure à la longueur d’onde d’excitation. Nous en avons alors déduit que la réponse non
linéaire observée devait être la résultante de la somme cohérente de signaux provenant
d’harmonophores élémentaires alignés le long de l’axe moléculaire du collagène, mécanisme
confirmé lors de mesures HRS effectuées sur des solutions de collagène dénaturé et d’un
peptide modèle, le [(Pro-Pro-Gly)10]3. En outre, les mesures des coefficients de
dépolarisation indiquent que le comportement non linéaire de notre molécule trouverait sa
source au niveau de la liaison peptidique. La force de la réponse non linéaire du collagène
réside donc dans la densité des harmonophores présents le long de son axe et dans sa relative
rigidité. Ainsi, une forte densité d’harmonophores bien alignés, induit une amplification
cohérente du signal non linéaire, effet que l’on retrouve dans les fibrilles de collagène mais
qui est inexistant dans le cas des collagènes non fibrillaires [4].
Ces résultats ont ensuite été utilisés pour suivre les processus impliqués dans la synthèse de
matrices denses collagènique. Une organisation 3D complexe a ainsi été observée par
microscopie SHG dans des solutions concentrées de cristaux liquides de collagène, que l’on
retrouve à l’état stabilisé dans les tissus vivants , et dans des matrices denses biomimétiques
[5].
1 ,Strupler et al .MOpt. Express 15(2007) 4065-4054 ,
2
,Strupler et al .MJ. Biomed. Optics 13(2008) 054041 ,
3
Paper in preparation ,sseau et alBe-Deniset .A
4 A.-M. Pena et al, J. Am. Chem. Soc. 127, 10314-10322 (2005)
5 , Mosser et al .G Matrix Biol 25(2006) 13-3 ,
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Microscopie CARS: technique et applications
Sophie Brustlein, Hervé Rigneault
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La microscopie CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) fait partie des techniques de
microscopie non-linéaire (SHG, THG, etc.) visant à s'affranchir de l'utilisation de marqueur
fluorescent. Basé sur l'effet Raman stimulé qui utilise les niveaux vibrationnels moléculaires,
ce type d'imagerie permet d’observer les liaisons chimiques naturellement présentes dans un
échantillon biologique (Exemple Fig1 : observation de membranes lipidiques à la surface d'un
ganglion de souris grâce à la présence de liaisons CH3 vibrant à la fréquence  r2920 cm-1).
CARS est un processus non linéaire du troisième ordre généré au point focal d'un objectif de
microscope. Sa mise en œuvre nécessite deux impulsions lasers brèves ("Pompe" et "Stokes")
qui doivent : - se recouvrir spatialement et temporellement
- et avoir une différence de fréquence égale à : p-s =  r (avec  r, la fréquence
de résonance de la molécule ciblée).
Lorsque ces conditions sont respectées, l'interaction entre deux photons pompes et un photon
Stokes conduit alors à l'émission cohérente d'un rayonnement Anti-Stokes de fréquence
as=2p-s. Les images bi- ou tridimensionnelles de ce signal Anti-Stokes sont obtenues en
balayant l'échantillon avec le point de focalisation.

Fig1 : La figure ci-dessus montre que l'imagerie CARS offre des informations
supplémentaires par rapport à d'autres techniques de microscopie (Two-Photon
Excited Fluorescence, Second Harmonique Generation). Notez que ces images de
ganglions frais de souris ont été enregistrées sans ajout de marqueur fluorescent
ni préparation particulière.
Références :
Ducan et al., Opt. Lett. 7, 350 (1982)
Zumbusch et al., Phys. Rev. Lett. 82, 4142 (1999)
Cheng et al., J. Opt. Soc. Am. B 19, 1363 (2002)
Evans et al, Annu. Rev. Anal. Chem.1, 883 (2008).
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Les approches d’imagerie optiques sont particulièrement attractives en ophtalmologie. L’OCT
ou la microcopie confocale de reflectance sont des techniques couramment utilisées, mais qui
offrent dans certains cas un contraste limité. Comme approche alternative, nous évaluons ici
trois modalités combinées de microscopie non-linéaire [1] pour l’observation du segment
antérieur de l’œil humain: génération de second harmonique (SHG), génération de troisième
harmonique (THG) et fluorescence excitée à deux photons (2PEF).
Ces trois modalités permettent d’observer la cornée intacte sur toute son épaisseur, et
fournissent des informations complémentaires (Cf figure 1). Le signal THG révèle la
morphologie du tissue, notamment la structure de l’épithélium et de l’endothélium avec une
résolution sub-cellulaire. Le signal SHG renseigne sur la distribution et l’hétérogénéité des
lamelles collagéniques formant le stroma cornéen. L’imagerie 2PEF révèle les composantes
élastiques de la matrice extracellulaire et la distribution des organelles fluorescentes
(mitochondries) des cellules stromales, endothéliales, et épithéliales.
Il est à noter que les images non-linéaires cohérentes (SHG, et plus particulièrement THG)
reposent sur des mécanismes de contraste spécifiques, que nous analysons pour pouvoir
interpréter ces images.
Nos expériences indiquent que l’imagerie multimodale fournit une information
morphologique détaillée sur plusieurs composants de la cornée intacte. Cette approche
pourrait trouver des applications directes pour l’étude de la physiopathologie de la cornée et
du glaucome.

Figure 1: Image combinée
THG (gauche), SHG (milieu)
et 2PEF (droite) enregistrée
au niveau de la jonction
epithelium-stroma d’une
cornée humaine. Echelle: 50
µm.
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Références :
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Nanoparticle-Bioconjugates: Design, Characterization, and Applications in
Sensing and Imaging
Hedi Mattoussi, US Naval Research Laboratory, Optical Sciences Division, Code 5611
4555 Overlook Avenue, SW, Washington, DC 20375
Email: hedi.mattoussi@nrl.navy.mil
Inorganic nanocrystals, such as those made of semiconductor materials (QDs), exhibit unique
size-dependent photophysical properties. They can also be highly sensitive to interactions
with proximal dyes and metal complexes, via resonance energy transfer or charge transfer
mechanisms. This makes them very attractive for use in sensor design and live cell imaging.
Interfacing these inorganic nanoparticles with biology involves the combination of techniques
perfected in biomolecular engineering with basic chemistry. We have developed approaches
based on cap exchange of the native capping shell with modular compact ligands to promote
their dispersion in a wide range of buffers. These ligands are based on bi-dentate and
multidentate dihydrolipoic acid (DHLA) motifs, and each is made of a strong anchoring head,
a poly(ethylene glycol) segment with tunable size and a terminal functional group; the latter
promotes biocompatibility of the nanocrystals. We have also developed conjugation
strategies based on non-covalent self-assembly or covalent chemistry to couple CdSe-ZnS
core-shell QDs and AuNPs to a variety of biomolecules. We start with brief characterization
of the ligands as well as the newly functionalized nanoparticles. We then describe and probe
the uptake of nanocrystal-assemblies by live cells using cell penetrating peptides, and show
the effective use of QD-protein bioconjugates to probe membrane specific processes. We will
also provide a few specific examples where these hybrid bioconjugates have been employed
in sensor design based on fluorescence resonance energy transfer.
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SUPPRESSION DU CLIGNOTEMENT DES NANOCRISTAUX
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Quand on observe un nanocristal semiconducteur (ou « quantum dot ») unique sous
microscope à épifluorescence, on observe que son émission n’est pas continue : des périodes
émissives alternent avec des périodes « noires » (non émissives) de manière qui parait
totalement aléatoire. Toutes les études effectuées jusqu'à présent montrent que la statistique
de la durée des périodes d’extinction peut être décrite par une loi de Lévy sans variance ni
moyenne. Une des conséquences de cette loi statistique est que l’on observe
systématiquement des périodes d’extinction dont la durée est de l’ordre de grandeur du temps
de mesure. L’absence de temps caractéristiques associés au scintillement représente une
limitation sévère pour l’utilisation de ces fluorophores uniques.
Bien que plusieurs modèles permettant de décrire les données expérimentales aient été
proposés, les raisons de ce clignotement – et de ses propriétés apparemment générales - ne
sont pas encore complètement comprises.
Nous avons récemment réussi à synthétiser des nanocristaux (NC) cœur/coque CdSe/CdS à
coque épaisse dont la majeure partie ne clignote quasiment pas : 70% des NCs cœur/coque
obtenus ne clignotent pas lorsqu’ils sont observés individuellement durant 5 minutes à 33
images/seconde. Une corrélation directe entre le clignotement et l’épaisseur de la coque peut
alors être mis en évidence. Une analyse des durées des périodes d’exctinction a permis
d’observer des états noirs à l’échelle de la ms. En contradiction avec ce qui avait été observé
jusqu'à présent, la statistique de leur durée n’est plus une loi de puissance large. À des temps
d’intégration suffisamment longs (de l’ordre de 50ms), ces nanocristaux ne clignotent donc
plus. Ces résultats permettent alors d’envisager de nouvelles applications de ces objets, que ce
soit en biologie comme marqueurs de molécules individuelles ou en photonique comme
sources de photons uniques.
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Single molecule observation is of great importance to study biomolecules interactions. Organic dyes are
widely used as biomarkers but lack of photostability. One alternative system is the Quantum Dot (QD). Although
very efficient for multicolor imaging, they suffer from blinking and may be cytotoxic too. In contrast, diamond
nanoparticle containing nitrogen-vacancy (NV) color centers is a promising alternative. Indeed, NV-center
neither photobleach nor blink and nanodiamonds are biocompatible. Here we investigate the uptake mechanisms
of 35 nm photoluminescent nanodiamonds (PNDs) at the single particle level in culture cells. Moreover, we
study and compare the photophysical properties of single PNDs and QDs [1-3].
Methods - NV color center are generated in nanodiamonds after proton irradiation creating vacancies, and
subsequent annealing stabilizing these vacancies close to a nitrogen impurity. HeLa cells were grown in standard
conditions and fixed on microscope slides or prepared for Transmission Electron Microsocy (TEM) observations.
For endosomal and lysosomal labeling fluorescein was used. Colocalization was examined by either a homemade confocal microscope with a single-photon detector or with a SPC2 Leica microscope. Endocytosis was
blocked by incubating cells at 4oC or by drug pre-treatment. For single particle observations the nanoparticles
were spin-coated on glass coverslips.
Results - We find that PNDs are internalized by receptor-mediated endocytosis by hindering endocytosis uptake
and by further performing endosomal-lysosomal marking. With colocalization analysis we find a perfect
colocalization of PNDs-aggregates in endosomal or lysosomal vesicles while for single PNDs the colocalization
is partial. We confirmed these results by High Resolution-TEM observations.
To establish that PNDs could substitute to QDs, we show that a single NV-center is only 3-4 times less bright
than a single QD. Considering, that after optimization of PNDs preparation, a 35-nm PND can contain up to 6-7
NV-centers, PNDs are indeed brighter than a single QD, and of similar size.

Figure 1 HeLa cells incubated with NDs for 2 hours, a) confocal raster scan of early endosomes labeled with
FITC dye, image taken 1.5 µm above the substrate (i.e. inside cell), excitation at 488 nm ; b)
photoluminescence of NDs ; c) Merge image : NDs (red) and complex FITC-endosome antigen marker (green);
scale bar : 10 µm.
Discussion - For the first time we determine the internalization mechanism of PNDs. Thanks to their higher
brightness and photostability compared to other biomarkers, PNDs are promising intracellular markers, which
may also serve as drug delivery devices in a near future.
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[3] O. Faklaris, et al., Small 4, 2236–2239 (2008).
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La mesure locale de la dynamique de la signalisation cellulaire est un enjeu central en
biologie cellulaire et nécessite le développement d’outils adéquats. Nous avons développé à
cet effet l’utilisation de nanoparticules d’oxyde de terre rare comme marqueurs de
biomolécules individuelles ou comme sondes locales d’espèce intracellulaire. Synthétisées en
milieu aqueux, elles sont photostables (>100 min), ne présentent pas de phénomène de
clignotement, ont une bande d’émission fine et indépendante de la taille des nanoparticules.
Nous développerons l’utilisation de ces nanoparticules comme senseur du peroxyde
d’hydrogène (H2O2), un messager secondaire central de l'action vasoconstrictrice induite de
l’endothéline-1 (ET-1). Nous tirons parti de la fluorescence à 617nm des nanoparticules de
Y0.6Eu0.4VO4 due à la transition 7F0,1-5D2 de l’ion Eu3+ qui est modulée par le niveau
d’oxydation des ions Europium. Celui-ci peut être contrôlé de façon réversible par le niveau
d’illumination (466 nm) ou par l’addition d’espèces oxydantes comme le peroxyde
d’hydrogène.
Nous avons ainsi montré qu’une nanoparticule peut être utilisée pour détecter la
concentration d’H2O2 localement (~500 nm), quantitativement (entre 1µM et quelques mM)
avec une résolution temporelle inédite (>30 s). Ces performances sont inaccessibles par les
senseurs usuels des espèces oxydantes en milieu biologique.
Nous avons internalisé ces nanoparticules dans des cellules musculaires lisses
vasculaires en cultures primaires (établies à partir d’aorte de souris), que nous avons
stimuléavec l’ET-1. Nous avons ainsi révélé la production de peroxyde d’hydrogène
intracellulaire par des voies de signalisation complexes impliquant la transactivation du
récepteur du facteur de croissance epidermique (EGFR). En outre, nous avons pu mesurer la
concentration produite (~13µM) la régulation fine de son évolution (stabilisation en 25min).
Ces mesures sont décisives dans le contexte de la signalisation vasculaire où de multiples
voies de signalisation utilisent H2O2 : la régulation temporelle de sa concentration peut
constituer un moyen pour la cellule de moduler sa réponse.
Nous tâcherons par la suite de comprendre le mécanisme de transactivation de l'EGFR
dans la réponse cellulaire à l’ET-1, en inhibant sélectivement les différents acteurs potentiels
de cette réponse. La résolution temporelle de la production d'H2O2 permise par les
nanoparticules de Y0.6Eu0.4VO4 permet de distinguer les différentes étapes de ce phénomène
et ouvre un nouveau champ de l'étude de la signalisation cellulaire.
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Sujet : Nous présentons des mesures de caractérisation du tissu cornéen sain et pathologique
sur une large plage spectrale en mettant en relation la transmission « directe » (non diffusée)
et la transmission totale. Notre objectif est d’une part de développer des sources lasers
optimisées pour la chirurgie cornéenne par laser femtoseconde qui est actuellement limitée en
profondeur dans les cornées œdémateuses. D’une autre part, ces mesures nous permettront de
valider de nouvelles approches de modélisation de la transparence de la cornée dont les
mécanismes ne sont pas tout à fait élucidés à ce jour.
Méthode : Des cornées humaines ont été exposées à un système de lumière blanche
spatialement cohérente et sont utilisées dans une géométrie confocale afin d’obtenir le spectre
de transmission directe de la cornée. Une mesure de transmission totale de la cornée est
également obtenue à l’aide d’une sphère intégrante. Un dispositif indépendant est utilisé pour
mesurer la fonction de transfert optique de ces cornées.
Résultats : Nous obtenons les spectres de transmission directe et totale des cornées, et de ces
spectres sont déduis le spectre de diffusion des cornées ainsi que le spectre expérimental de
section efficace de diffusion. Les cornées humaines présentent un spectre d’absorption
similaire à celui de l’eau. Comme prédit par les modèles de transparence cornéenne, la
diffusion optique est significativement diminuée aux longueurs d’onde plus grandes. Ainsi,
les pertes en absorption sont compensées par une diffusion réduite aux grandes longueurs
d’onde. L’utilisation de la fenêtre de transparence optique centrée à 1,7 devra
considérablement faciliter l’intervention chirurgicale sur des cornées pathologiques.
Conclusion et perspectives : Nos résultats suggèrent que les futurs systèmes de kératoplastie
peuvent être optimisés par le développement d’une source laser émettant à des longueurs
d’onde de l’infrarouge moyen. Nos résultats confirment les modèles de transparence en
vigueur qui prédisent une forte baisse de la section efficace de la diffusion optique avec la
longueur d’onde. Une comparaison détaillée de nos données avec les prédictions de modèles
plus complets basés sur des équations de transport devra permettre d’évaluer ces nouveaux
modèles.
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In vivo prediction of boold glucose using spatially resolved spectroscopy
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The NIR prediction of the chemical properties in highly-scattering samples is impaired by
their physical structure changes. On the other hand physical properties of samples play an
important role in the final quality of pharmaceutical product. The ideal solution is to separate
in the spectra the signals coming from light scattering and from chemical absorption.
The “pure” absorption spectra are then used to derive scattering-insensitive calibration models
to predict the chemical constituents. The scattering coefficients can also be used for physical
parameter prediction such as particle size or index of refraction.
To separate scattering from absorption in NIR spectra, several sensor technologies exist, such
as time resolved spectroscopy (TRS), phase modulation spectroscopy (FMS) and spatially
resolved spectroscopy (SRS).
TRS and FMS need specific light sources (time modulation) and detectors which show several
drawbacks: very expensive sensors, wavelength limitation, not adaptable to classical NIR
sensor. The SRS technology is closer to classical NIR spectroscopy because it combines a
classical light source with multiple spectrum measurements at several locations. We
developed a novel SRS probe that can be connected to most classical NIR spectrometer
(FTNIR, CCD..) that would turn a conventional NIR sensor into a SRS spectroscopic sensor.
We present an application performed in clinical environment for blood glucose prediction. 30
patient were measured during 2 or 3 days. Reference values where acquired using Hemocue
system. The model were obtained using chemometrics (multivariate modelling) approach.
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MESURE DE GAZ EXPIRES PAR SPECTROSCOPIE LASER
D’ABSORPTION RENFORCEE PAR CAVITE OPTIQUE
I. Ventrillard-Courtillot, Ch. Clerici*, D. Romanini
Laboratoire de Spectrométrie Physique, CNRS UMR5588, Univ. J. Fourier de Grenoble,
140 av de la Physique, BP 87, 38402 St Martin d’Hères
*Hôpital Bichat, 46 rue Henri Huchard, 75877 Paris cedex 18
E-mail: irene.ventrillard@ujf-grenoble.fr
Tel : 04 76 51 44 71 / Fax : 04 76 51 45 44
L’analyse de gaz expirés par spectroscopie laser présente de nombreux avantages visà-vis des méthodes existantes. Il s’agit d’une méthode de diagnostique non invasive et
facilement reproductible qui permet donc d’effectuer un suivi régulier des patients.
L’équipe du LSP a développé un analyseur laser de gaz utilisant la méthode de
spectroscopie d’absorption renforcée par cavité optique (SARA ou OF-CEAS [1]). Cette
méthode permet d’obtenir un chemin d’absorption effectif de l’ordre de 10 km avec un
montage optique très simple et compact. Plusieurs prototypes d’analyseurs ont été validés
notamment pour la mesure in situ de traces sur des sites industriels, sur des volcans, à bord
d’avions pour des mesures atmosphériques et stratosphériques… La concentration de
plusieurs molécules (CO, CH4, NH3…) peut être mesurée avec une limite de détection de 1 à
10 ppb (<1 µg/m3, soit ~1011 molécules dans le volume de mesure). La linéarité et la
reproductibilité des mesures sont au niveau de 1%, sur une dynamique de plus de 4 décades,
et aucune calibration récurrente n’est nécessaire. L’insensibilité aux interférences par d’autres
espèces est excellente. Avec un temps de mesure inférieur à la seconde sur un flux de gaz
modeste (<0.2 L/min) et un volume restreint (~10cm3), cet analyseur est particulièrement
bien adapté à l’analyse de gaz expirés. Il permet par exemple de réaliser des études avec
différentes variables respiratoires (analyse en fonction du temps expiratoire, plateau alvéolaire,
expiration normale ou forcée).
Nous présenterons des mesures de concentrations de CO et de CH4 réalisées en temps
réel à l’hôpital Bichat sur plusieurs patients avec différentes modalités ventilatoires. Ces tests
préliminaires ont été effectué dans le cadre d’une étude sur le diagnostique de l’inflammation
bronchique. En effet des études cliniques ou toxicologiques récentes ont pu montrer une
corrélation entre la concentration de CO et l’état inflammatoire bronchique. Ces résultats
suggèrent que cette méthode d’analyse des gaz expirés facilement répétable chez un même
sujet pourraient être un moyen de détection précoce de l’inflammation bronchique.

[1] J. Morville, S. Kassi, M. Chenevier, and D. Romanini, Appl. Phys. B, 80, 1027 (2005).
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DEVELOPPEMENT D’UN SYSTEME DE MESURE DE LA DENSITE
CELLULAIRE SUR LAMES PAR LA DIFFUSION DE LUMIERE
Thi Kim Thanh VUONG, Geneviève Bourg-Heckly, Christine Vever-Bizet
Laboratoire Acides Nucléiques, Biosciences et Photonique (ANBioPhy), CNRS FRE 3207,
Génopôle Campus 1, 5 rue Henri Desbruères, 91030 Evry
Tel : 01 69 87 43 69, Fax : 01 69 87 43 60
Email : thi.vuong@etu.upmc.fr, genevieve.bourg-heckly@upmc.fr, chvever@mnhn.fr

Notre projet s’inscrit dans le cadre d’une collaboration entre notre laboratoire et
l’entreprise Novacyt qui développe un système de lecture automatique destiné au diagnostic
du cancer du col de l’utérus. Notre travail consiste à mettre au point un dispositif permettant
de vérifier la qualité de l’étalement des cellules du col utérin sur lames.
Selon la standardisation de Bethesda pour les techniques de diagnostic en couche
mince, l’étalement de cellules sur lames doit comporter au moins 5000 cellules
représentatives pour être considéré de qualité optimale. Les lames sont classées en 3
catégories selon le nombre de cellules présentes : inférieur à 2000, compris entre 2000 et 5000
et supérieur à 5000. Seul le dernier cas est acceptable en l’état. En revanche, le premier cas
montre l’insuffisance du prélèvement et pour le deuxième cas, il faut effectuer un nouveau
pipetage pour augmenter la concentration cellulaire.
Dans le but de vérifier la qualité de l'étalement des cellules sur lames, nous avons
développé une méthode optique de mesure de la densité cellulaire fondée sur la diffusion de
lumière, destinée à être implantée sur l’automate de diagnostic. Les lames sont éclairées de
façon identique et la lumière diffusée par les cellules est détectée grâce à une caméra CCD.
Une comparaison entre l’intensité de lumière diffusée et le nombre de cellules obtenu par un
comptage classique nous a permis de montrer qu’il existe une relation linéaire entre l’intensité
de lumière et la densité cellulaire. Nous avons vérifié la reproductibilité de la mesure. Ce
résultat a permis la fabrication d’un module qui a été intégré dans l’automate de Novacyt et
est en cours de validation sur un site pilote.
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MICROSPECTROSCOPIES RAMAN ET INFRAROUGE.
APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC DES CANCERS CUTANES.
Elodie Ly1, Olivier Piot1*, Anne Durlach2, Philippe Bernard3, 4, Michel Manfait1.
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Les spectroscopies vibrationnelles (absorption infrarouge et diffusion Raman) reposent sur
l'interaction entre la lumière et la matière. De cette interaction, résulte une véritable
caractérisation spectrale/moléculaire de l'échantillon. Nous utilisons ces méthodes pour des
applications en dermatologie, en particulier afin de développer des outils innovants d'aide au
diagnostic des carcinomes cutanés (cancers).
Le projet de recherche s'inscrit dans le cadre d'une collaboration entre un service de
Dermatologie (CHU Robert Debré Reims), un laboratoire d'anatomo-pathologie (Pol Bouin,
CHU Maison-Blanche Reims) et notre unité (MéDIAN CNRS UMR 6237). Nous nous
intéressons aux lésions cutanées de type BCC (carcinome basocellulaire), SCC (carcinome
spinocellulaire) et Maladies de Bowen car elles représentent un enjeu clinique à la fois en
termes de diagnostic différentiel et de définition des marges d'exérèse.
Dans un premier temps, une étude a été menée en micro-imagerie d'absorption infrarouge sur
des prélèvements disponibles au sein de tumorothèques. Cette étude rétrospective nous a
permis de développer un algorithme de prédiction, basé sur l'Analyse Discriminante Linéaire,
permettant d’évaluer le potentiel de la spectrométrie vibrationnelle pour le diagnostic
différentiel BCC/SCC/Bowen.
Nous développons actuellement un système de microspectroscopie Raman polarisée afin
d'identifier et de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors des premiers
stades de la progression tumorale (invasion du derme par la tumeur). Cette technique,
appliquée au cas des carcinomes cutanés, se révèle être plus informative que la
microspectroscopie Raman conventionnelle de par sa sensibilité à l'orientation et à
l'organisation des biomolécules.
De plus, la spectroscopie de diffusion Raman présente l'avantage de pouvoir être mise en
œuvre au moyen de systèmes fibrés, autorisant donc le développement d'applications in vivo,
directement sur les patients pris en charge à l'hôpital.
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DEPTH ENCODING WITH LENSLESS STRUCTURED
ILLUMINATION FLUORESCENCE MICRO-ENDOSCOPY
Cathie Ventalon(1), Jerome Mertz(2), Valentina Emilani(1)
(1) Laboratory of Neurophysiology and New Microscopies, CNRS UMR 8154,
Inserm U603, University Paris Descartes
45, rue des Saints Pères, 75270 Paris Cedex 06, France
(2) Boston University, Department of Biomedical Engineering,
44 Cummington Street, Boston, MA, 02215
Email: cathie.ventalon@parisdescartes.fr
While fluorescence sectioning microscopy techniques - such as confocal or structured
illumination microscopy (SIM) - provide exquisite sub-cellular resolution, they remain limited
essentially to surface imaging, and many efforts are developed toward implementing those
techniques in an endoscopy configuration. Here, we present an endomicroscope system that
utilizes structured illumination to produce high resolution (~6µm) optically sectioned
fluorescence images over a field of view of 350µm. The endomicroscope is based on the use
of a flexible imaging fiber bundle, that serves as a relay between a structured illumination
microscope [1] and a fluorescent sample. A novel algorithm [2] based on wavelet prefileting
of the raw images is used to largely suppress the artifacts that often arise when imaging thick
tissue with structured illumination microscopy.
For ease of implementation, no lens is added at the tip of the bundle. Therefore the imaged
section is located right below the endoscope tip, between planes z=0 (corresponding to the
endoscope tip) and z=zg, where zg greatly depends on the illumination grid frequency. In other
words, varying the grid frequency allows one to control the section thickness of the
corresponding SIM image, and to encode depth information [3]. As a consequence, computing
the difference between two SIM images obtained with two well-chosen grid frequencies gives
access to an arbitrary section [z1-z2] within the sample (see figure 1). This differential method
is fast and easy to implement (as it requires no moving part) and has a very straightforward
application in biology, since it allows to move the imaging plane away from the bundle
surface where the cells are usually damaged by the bundle itself.

Figure1: Images of lens-cleaning paper labeled with fluorescein. (a-c) Three
sections of the sample located [0-15µm], [15-30µm] and [20-50µm]
(respectively) below the fiber bundle tip. (d) Widefield image.
REFERENCES:
[1] M. A. A. Neil and T. Wilson, Opt. Lett. 22, 1905 (1997).
[2] N. Bozinovic, C. Ventalon, T. Ford, J. Mertz, Opt. Express 16, 8016–8025 (2008).
[3] D.J. Cuccia, F. Bevilacqua, A.J. Durkin, B.J. Tromberg, Opt. Lett. 30, 1354-1356 (2005)
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LIVE IMAGING OF ACTIN FILAMENTS IN SYNAPTIC SPINES
BEYOND THE DIFFRACTION LIMIT OF LIGHT
Ignacio Izeddin a,b , Christian G. Specht b, Xavier Darzacq b, Antoine Triller b, Mickaël
Lelek c, Christophe Zimmer c and Maxime Dahan a,b
a) Department of Physics, Ecole Normale Supérieure, Paris, 46 rue d’Ulm, 75005, France
b) Department of Biology, Ecole Normale Supérieure, Paris, 46 rue d’Ulm, 75005, France
c) Institut Pasteur, Paris, 25-28 rue du Docteur Roux, 75015, France
The development of novel physical tools to image biological samples at a resolution in the
nanometer range is likely to revolutionize our current understanding of the spatial
organization and compartmentalization of cells. The high-resolution analysis of biological
macromolecular assemblies has long remained widely inaccessible by conventional optical
microscopy due to the diffraction limit of light, which prevents structures finer than half of
the wavelength of the light (typically ~300 nm) to be resolved. Recently, three independent
studies have demonstrated that imaging of biological samples under the diffraction limit is
however possible, by making use of photo-activatable proteins or dyes as fluorescent probes
and in combination with computational image analysis and reconstruction [1, 2, 3].
Here, we show the high resolution imaging of actin filaments in synaptic spines in live
neuronal cells, using photo-activated localization microscopy (PALM). We expressed a
tdEos-tagged actin-binding peptide (ABP-tdEos) in primary hippocampal neurons, to
indirectly determine the structure of the cytoskeleton in spines, without interfering with the Factin structure itself. A low density of tdEos molecules were photo-activated, imaged and
bleached continuously, followed by image reconstruction, resulting in actin images with subdiffraction resolution. We discuss how the low affinity of the ABP is a key feature to imaging
dynamic structures over a long period of time in PALM microscopy, and how high resolution
imaging of cytoskeletal elements in live cells is a key challenge to investigate how the
synaptic structure is assembled, maintained over time, and altered in response to synaptic
activity.
The authors want to acknowledge financial funding provided by C'nano IdF, FRM and NWO organizations.

References
1 E. Betzig et al., Science, 313, 1642-1645-1000 (2006).
2 S. T. Hess et al., Biophys. J., 91, 4258--4272 (2006).
3 M. J. Rust et al., Nat. Meth.., 3, 793--795 (2006).
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Quantifications des dysfonctions métaboliques et mitochondriales
cardiaques par microscopie intravitale de fluorescence
X. Maréchal, D. Montaigne, S. Lancel, R. Nevière
Département de Physiologie, Faculté de Médecine, Université Lille 2, 1 place de Verdun,
59045 Lille Cedex. Tel : 03 20 62 69 67, Fax : 03 20 62 69 93, email : xavier.marechal@univlille2.fr
Il semblerait que les mécanismes responsables de l’insuffisance cardiaque incluent des
dysfonctions métaboliques et mitochondriales. Afin d’évaluer et de caractériser ces
dysfonctions, nous avons mis en œuvre une technique de microscopie intravitale sur modèle
de cœur isolé perfusé.
Méthodes
Les coeurs de rats sont isolés et perfusés selon la technique de Langendorff. Après une
période de stabilisation hémodynamique, le cœur est placé avec son système de perfusion sur
la platine d’un microscope de fluorescence (Nikon 50i, France). Le potentiel de membrane
mitochondrial, la captation du glucose et l’activité énergétique cellulaire globale sont évalués
au moyen de marqueurs fluorescents spécifiques, respectivement JC-1, 2-NBDG et le
composé endogène NADH. Les marqueurs fluorescents sont perfusés au tissu cardiaque
directement via le système de perfusion pendant 30 minutes. Les mesures de fluorescences
sont réalisées via une caméra CCD (coolsnap cf, Roper, France) connectée au logiciel
Metamorph (Molecular Imaging, USA).
Les modifications de fonctions métaboliques et mitochondriales sont induites par perfusion de
Doxorubicine [1µM] et leurs modulations par différentes substances pharmacologiques ont
été évaluées.
Resultats
La mise en oeuvre de cette technique permet les évaluations directes sur cœur battant dans les
conditions physiologiques. Les hautes résolutions spatiales et temporelles font de cette
méthode un outil très efficace pour explorer les altérations métaboliques et mitochondriales
induites par les pathologies.
Dans notre modèles nous avons montré une altération significative du potentiel de membrane
mitochondrial des les 60 premières minutes de perfusion de Doxorubicine. Ces altérations
sont restaurées par des dérivés non immunosuppresseurs de ciclosporine mais pas par les
inhibiteurs de la calcineurine. La quantification du NADH, un index du niveau énergétique
cellulaire global, a montré une nette diminution dans les cœurs traités à la Doxorubicine. A la
fois les dérivés de ciclosporine et les inhibiteurs de calcineurine restaurent la fonction
énergétique cardiaque. La captation du glucose est également réduite dans le groupe
Doxorubicine mais n’est guère restauré par les différents traitements utilisés.
Conclusion
La microscopie intravitale appliquée au modèle de coeur-langendorff permet l’évaluation
directe de paramètres physiologiques. Cette technique est utilisée pour caractériser les
altérations métaboliques et mitochondriales pressentent dans de nombreuses pathologies
cardiaques mais également pour explorer les mécanismes de toxicité cardiaque de la
doxorubicine.
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DELAYED FLUORESCENCE FOR MEASURING
TISSULAR OXYGEN DURING PDT
IN VITRO AND PRELIMINARY IN VIVO MEASUREMENTS
F. Piffaretti, P. Nowak-Sliwinska, K . Santakumar, H. van den Bergh, J-P. Ballini, G.
Wagnières
Medical PhotonicsGroup, Swiss Federal Institute of Technology, EPFL, Lausanne,
Switzerland, filippo.piffaretti@epfl.ch, Fax. +4121/693 51 45, Tel. +4121/693 61 34

Abstract :
Tissue oxygenation plays an important role in the outcome of various therapies such as
radiotherapy and PDT. Moreover, hypoxia can indicate tissue/vascular damage and can be
used as a cue to determine/monitor the light doses needed during PDT. The outcomes of PDT
are often not homogeneous, varying strongly between individuals, but also varying between
sites in the same individual. Therefore, the development of methods enabling to adapt the
light dose to the patient and the local conditions is of high relevance.
Since molecular oxygen plays a major role in the mechanisms taking place during PDT, the
approach proposed here consists of measuring the level of oxygen via the quenching it
induces to the triplet state of the photosensitizer (PS). The idea is to exploit the properties of
the PS's delayed fluorescence, which results from a thermally activated reverse inter-system
crossing. Delayed fluorescence presents itself as another component of fluorescence besides
the prompt fluorescence, having, in most cases, a decay time equal to the lifetime of the triplet
state. This delayed fluorescence is excited and detected with a "point" spectro-temporal
spectrofluorometer equipped with a gatable detector to reject the prompt fluorescence.
One major advantage of the approach proposed here, is related to its potential clinical use
since no other probe but the PS itself is used to measure the oxygen level.
Preclinical "proof of concept" results obtained in vivo on the Chick’s Chorioallantoic
Membrane (CAM) model will be presented. The final goal of this project is to improve the
therapeutic outcome of PDT when the PS's luminescence (delayed fluorescence lifetime
(oxygen concentration) and fluorescence intensity (PSs concentration)) is used to adapt the
light dose.
Keywords: tissue oxygenation, luminescence, delayed fluorescence, life time, PPIX, ALA,
optical monitoring, PDT.
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DÉVELOPPEMENT D’UNE SONDE BASÉE SUR LA MESURE DE
L’AUTOFLUORESCENCE DES TISSUS POUR LA DÉTECTION DE
TUMEURS CÉRÉBRALES
ÉTUDES PRÉLIMINAIRES SUR FANTÔMES ET SIMULATIONS
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La qualité et la durée de survie d’un patient atteint d’une tumeur cérébrale de haut grade,
comme le glioblastome, sont directement liées à la qualité de l’exérèse chirurgicale, lorsque
celle-ci est le traitement retenu. Le projet TRIOP (Tumor Resection IntraOperative Probe)
vise à aider le chirurgien lors de cette résection tumorale.
Le développement d’une sonde, basée sur la mesure d’autofluorescence des tissus, a débuté il
y a quelques années au laboratoire IMNC (Imagerie et Modélisation en Neurobiologie et
Cancérologie). Le principe est le suivant : une source lumineuse (laser, lampe, …) éclaire le
tissu cérébral ; certains constituants cellulaires de celui-ci absorbent la lumière et émettent de
la fluorescence, laquelle est détectée par la sonde. La réponse fluorescente varie suivant la
nature du tissu, ce qui permettrait une différenciation entre la tumeur et le cerveau sain
environnant.
Un dispositif de type banc optique nous permet d’effectuer des mesures spectrales d’intensité
de fluorescence. Notre premier prototype de sonde est composé de deux fibres optiques. La
première fibre, dite excitatrice, transmet la lumière d’un laser (405nm) au tissu. La deuxième
collecte la lumière de fluorescence, qui est ensuite analysée par un spectromètre.
L’optimisation de la géométrie de la sonde ainsi que l’interprétation des données mesurées
demandent des outils particuliers. Dans ce but, un programme Monte Carlo basé sur le code
MCML (Monte Carlo Multi Layered) de Wang a été développé. Celui-ci permet de modéliser
le trajet des photons dans le milieu, en respectant la géométrie de notre dispositif. Ce
programme se divide en deux parties : la première traite l’absorption de la lumière incidente
par les fluorophores, et la seconde l’émission et la détection de fluorescence. Grâce à des
mesures expérimentales sur des échantillons connus, une première validation du programme a
pu être effectuée.
Les échantillons en question sont des fantômes aux propriétés optiques déterminées par leur
composition. Ils sont fabriqués à partir de gel (gélatine de porc) à 10%, conduisant à un indice
de réfraction de 1,4. Pour définir les paramètres optiques, différentes concentrations d’encre et
de billes de verre sont utilisées. Elles correspondent aux coefficients µa, et µs&g,
respectivement. La concentration de fluorophores (Rhodamine B, FITC) est également
modulable.
Avec ces outils, des études sur la géométrie de la sonde ont été entreprises pour mieux
appréhender la réponse fluorescente des tissus. Entre autres seront présentées des études sur la
sensibilité de la sonde basées sur des mesures sur fantômes bicouches, ou contenant des
inclusions cylindriques. Les propriétés optiques des couches ou inclusions sont différentes
ainsi que leur épaisseur.
Des mesures sur tranches de cerveaux de rat, contenant des tumeurs préalablement injectées
sur un côté du cerveau, ont été initiées. Elles ont permit de confirmer la possibilité de
discriminer le tissu sain du tissu tumoral, grâce à des mesures spectrales de fluorescence.
Quelques premiers résultats seront présentés.
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QUE POUVONS NOUS APPRENDRE DES RADICAUX LIBRES DANS
LES CELLULES À PARTIR DES MESURES DE DUREE DE VIE DE
FLUORESCENCE ?
A-C. Ribou, T. Rharass, J. Vigo, J-M. Salmon
Institut de Modélisation et d’Analyse en Géo-Environnement et Santé, Université de Perpignan Via Domitia, 52
avenue Paul Alduy, 66860 Perpignan. ribou@univ-perp.fr Tel : 0468662113, Fax: 0468662144.

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS), dont une importante partie est radicalaire,
sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires. Ils sont en effet essentiels au bon
fonctionnement des cellules, au travers de mécanismes signalétiques, mais provoquent à plus
fortes concentrations un stress oxydatif qui peut mener à la mort cellulaire. En dépit de
l’intérêt toujours grandissant de la recherche biomédicale pour ces espèces, la détection des
ROS est difficile et se base sur deux types de méthode utilisant : - la fluorescence,
l’augmentation de l’intensité de fluorescence des sondes est détectée après oxydation par les
ROS ; - la résonance paramagnétique électronique permettant de détecter les espèces
radicalaires (RPE + spin trapping).
La méthode présentée ici se base sur le fait que certaines molécules fluorescentes, tel
les dérivées du pyrène ou des complexes du ruthénium présentant de longs déclins de
fluorescence sont utilisée afin de quantifier la concentration en oxygène. Nous avons étudié
l’intensité et la durée de vie de sondes à oxygène tel que l’acide pyrène butyrique (PBA) dans
des cellules vivantes et montré que l’oxygène seul ne pouvait expliquer les résultats obtenus
[1]. En effet l’état excité de ces molécules est aussi désactivé par les radicaux libres, qui
comme l’oxygène sont paramagnétiques, avec une efficacité, en solution, comparable à celle
de l’oxygène [4].
Nous enregistrons le déclin de fluorescence, en utilisant la microfluorimetrie résolue
en temps, sur des cellules chargées avec moins d’une millimole d’acide pyrène butyrique
(PBA) et accessoirement de rhodamine 123. L’émission provenant d’une cellule isolée est
collectée à travers différents filtres passe-bande (404 pour le PBA) après une excitation à 337
nm par un laser pulsé. Nous obtenons alors des données nous donnant l’état énergétique de la
cellule (à travers l’intensité de NAD(P)H, séparément pour les formes libres et liées), l’état
énergétique des mitochondries (intensité de la Rhodamine 123) et la quantité de radicaux
libres et/ou d’oxygène (durée de vie du PBA sous air ou sous azote). Les concentrations
relatives en radicaux libres sont alors calculées à partir de l’équation de Stern-Volmer.
Nous avons montré avec succès que nous pouvions quantifier des variations de
radicaux libres intracellulaires en utilisant non pas l’intensité mais la durée de vie de
fluorescence de cette sonde [2]. Ceci permet, dans les cellules vivantes, de s’affranchir du
problème d’hétérogénéité de la concentration en sonde dans la cellule et de ne pas être
perturbé par une éventuelle oxydation de la sonde par d’autres oxydants que les ROS. Nous
avons démontré que nous pouvions détecter des changements de concentration en radicaux
libres entre des cellules saines, traitées avec des médicaments [3], ou pathologiques (biopsies
musculaires).
[1] A-C. Ribou, J. Vigo and J-M. Salmon. "Lifetime of Fluorescent Pyrene Butyric Acid Probe in Single Living Cells for
Measurement of Oxygen Fluctuation", Photochem. Photobiol., 80, 274-280 (2004).
[2] T. Rharass, J. Vigo, J-M. Salmon, A-C. Ribou. "Variation of 1-pyrenebutyric acid fluorescence lifetime in single living
cells treated with molecules increasing or decreasing reactive oxygen species levels." Analytical Biochemistry, 357, 1-8
(2006).
[3] T. Rharass, J. Vigo, J-M. Salmon, A-C. Ribou. " New method for the detection of Reactive Oxygen Species in Antitumoural Activity of Adriamycin: A comparison between Hypoxic and Normoxic Cells ", Free Radical Research, 42, 124134 (2008).
[4] O. Oter, A-C. Ribou. "Detection of Free Radical Species by the fluorescence lifetime change of Oxygen probes" Journal
of fluorescence (numéro JOFL673), accepté 2008.
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RAMAN AND FLUORESCENCE SPECTRAL
IMAGING OF BIOCHEMICAL EVENTS IN CELLS AND
TISSUES
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Spectacular developments of novel approaches in disease diagnostics and therapeutics,
including those based on nanotechnology, are largely contributed from the performance of
modern bioanalytical methods. We will illustrate here with our recent results the potent of
Raman and fluorescence confocal spectral imaging (CSI) for direct analysis of the
biochemical molecular events in tissues and in living cells.
At the cellular level, we will present the CSI applications which concern nanocarrier-mediated
delivery of anticancer drugs. First of all, we will present the data on internalisation of
nanocarriers (biocompatible magnetic nanoparticles[1] or lipid nanocapsules[2]) by living
cancer cells. Then, we will demonstrate that the anticancer drug delivered to intracellular
compartments can be followed qualitatively (interactions/environment) and quantitatively
(accumulation) using CSI based on coupling fluorescence[3] and SERRS (surface enhanced
Resonance Raman scattering) spectroscopy[4]. These data will be discussed in terms of the
molecular mechanism of action of the nanocarriers of anticancer drug.
At the tissue level, we will show how the spectral images help to measure the molecular
composition of tissues (protein structure/conformation, lipid content) that contribute to further
understanding of molecular events related to inflammation or to pathology. Some CSI results
on hair and skin for evaluation of cosmetic applications will be also presented.
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LOCALISATION DES GANGLIONS LYMPHATIQUES AU MOYEN DE
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Introduction : Le diagnostic de métastases ganglionnaires dans le cancer du sein est réalisé
par la technique du ganglion sentinelle (GS), consistant à repérer et prélever le premier relais
ganglionnaire axillaire potentiellement métastatique. Ces GS sont repérés par injection d’un
produit radioactif et d’un colorant bleu. Cependant, quelques inconvénients existent : chocs
allergiques ou anaphylactiques dus au bleu ou au radiocolloïde. De nouveaux marqueurs sont
ainsi proposés pour cette application, les Quantum Dots (QDs) : nanocristaux de semiconducteurs fluorescents. L’objectif de ce travail est de déterminer et comparer la
biodistribution des QDs par 2 techniques de détection : in vivo par imagerie de fluorescence
(IF) et ex vivo par spectrométrie de masse (ICP-MS), technique de référence, chez la souris
balb/c.
Matériel et Méthodes : Les QDs utilisés émettant à 800 nm, sont composés de
CdTeSe/CdZnS cœur/coque, encapsulés dans une micelle PEG-2000 dont 33 % sont terminés
avec des groupements COOH. Vingt picomoles de QDs sont injectées en sous-cutané dans la
patte antérieure droite des souris, les ganglions axillaires et thoraciques latéraux sont suivis in
vivo par IF pendant 10 jours. Les animaux sont ensuite sacrifiés et les organes sont imagés ex
vivo par IF. Une étude de biodistribution est également effectuée ; 9 cinétiques sont
étudiées allant de 5 min à 10 jours après administration des QDs. Les principaux organes et
excrétions ont été collectés et analysés par ICP-MS pour le dosage du cadmium.
Résultats: Les QDs sont détectés dans les ganglions axillaires et thoraciques latéraux droits
dès 5 min et jusqu’à 10 jours après injection, par IF et ICP-MS. La cinétique d’accumulation
des QDs dans les ganglions droits est similaire par les 2 techniques de détection. La dose
maximale en QDs dans les ganglions droits est observée 4 h après injection et correspond à
1,36 % et 1,04 % de la dose injectée (% ID) pour les ganglions axillaires et thoraciques
latéraux, respectivement. Les QDs sont aussi présents dans les organes et s’accumulent en
particulier dans le foie, la rate et les reins avec des doses de 15,4 % ID, 1,4 % ID et 1,1 % ID,
respectivement, 10 jours post-injection. Les QDs sont également détectés dans le sang à toutes
les cinétiques mais ne sont pas éliminés de l’organisme.
Conclusion : Les QDs sont rapidement captés par les ganglions régionaux. La cinétique
d’accumulation des QDs dans ces ganglions est similaire par IF et ICP-MS. L’IF peut donc
être utilisée pour prédire l’accumulation des QDs dans ces ganglions, et ainsi, diminuer le
nombre d’animaux à utiliser.
Remerciements : A la Ligue Nationale Contre le Cancer, aux comités départementaux (57 et 55) de la Ligue Contre Le
Cancer, à l’Institut National du Cancer et à la région Lorraine pour le financement de ce projet
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But : La microendoscopie confocale (MEC) est une technique non invasive permettant
l’obtention de biopsies optiques à l’échelle cellulaire. Des études cliniques ont démontré
récemment l’intérêt de la MEC pour la caractérisation de pathologies du système digestif, de
la peau, du poumon et de l’œil. Dans cette étude, nous avons évalué le potentiel de
l’endomicroscopie, en combinaison avec des fluorophores approuvés cliniquement ou en
essais clinique, pour la détection de lésions cancéreuses et précancéreuses du larynx humain.
Matériels & Méthodes: 19 spécimens de cancers épidermoïdes de la tête et du cou et 8
échantillons sains ont été obtenus après (pharyngo)-laryngectomie totale. 5 marqueurs
fluorescents capables de se fixer sur les structures cellulaires et subcellulaires ou encore la
matrice extracellulaire ont été évalués séparément ou combinés, sur échantillons non fixés.
Des images dites « en face » ont été acquises en endomicroscopie de fluorescence puis ont
ensuite été comparées avec les images de microscopie confocale et les images histologiques
correspondantes.
Résultats: Les marqueurs type acriflavine ou bleu de méthylène ont permis de révéler en
imagerie microendoscopique la distribution nucléaire homogène et régulière classiquement
observée sur les épithélium épidermoïdes. Des modifications attendues de la densité cellulaire
en fonction des différentes couches étudiées (basale, intermédiaire et superficielle) ont
également été observées sur les échantillons non pathologiques. L’imagerie
microendoscopique des cancers épidermoïdes a montré une distribution hétérogène des
cellules tumorales entourées de stroma. Des anomalies cellulaires et un désordre de la
kératinisation telle qu’une dyskératose ou la formation de globes cornés confirmés en
histopathologie apparaissent clairement identifiables par CEM.
En conclusion, nos premiers résultats ont démontré :
1- le potentiel de l’endomicroscopie pour la discrimination de zones cancéreuses et non
cancéreuses sur les spécimens de laryngectomie.
2- L’importance d’un apprentissage de la lecture de ces biopsies optiques par les
pathologistes qui est favorisée par l’imagerie simultanée des échantillons en microscopie
confocale classique.
3- La nécessité de développements en amont pour la préparation et le marquage des
spécimens à des fins de transfert de la technologie en clinique
Ce travail bénéficie du soutien financier de l’Inca : n° O7/1D0604/END-119-5/LL-AC, 2007
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Classification de stades precancereux et cancéreux précoces cutanés par
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G. Díaz-Ayil1, M. Amouroux1, G. Bourg-Heckly2, Y. Granjon1, W.C.P.M. Blondel1
1

Centre de Recherche en Automatique de Nancy, UMR 7039, Nancy-Université, CNRS, 2 av de la Forêt de Haye, 54516
Vandoeuvre-lès-Nancy, Tél: 0383595642, gilberto.diaz@ensem.inpl-nancy.fr
2
Laboratoire de Biophysique Moléculaire, Cellulaire et Tissulaire CNRS UMR 7033, Université Pierre et Marie
Curie Paris 6 Génopôle Campus 1, 5 rue Henri Desbruères, 91030 Evry cedex

Introduction Les cancers cutanés sont parmi les plus fréquents des cancers humains. Leur détection
précoce est un enjeu majeur en termes de prise en charge et de guérison. La spectroscopie bimodale
(couplant les mesures en Auto-Fluorescence AF et en Réflectance Diffuse RD) est une méthode
optique de caractérisation tissulaire in vivo visant à améliorer l’efficacité globale de la procédure
diagnostique. Nous avons développé et appliqué cette technique à la détection et à la classification
automatique d’états précancéreux et cancéreux précoces cutanés.
Matériels et Méthodes Le système de multi-excitation-réception développé pour la spectroscopie
bimodale résolue spatialement a été configuré pour acquérir automatiquement 7 spectres d’AF
(longueurs d’onde d’excitation : 360, 368, 390, 400, 410, 420 et 430 nm) et 1 spectre de RD (390720 nm), à 3 distances différentes entre la fibre d’excitation et la fibre de réception (D1 = 271,
D2 = 536 et D3 = 834 m). Un modèle pré-clinique de cancérogenèse cutanée par irradiation UV de
souris SKH1 a été mis en place. Le protocole expérimental a porté sur le suivi spectroscopique
localisé de sites sains et irradiés. Une analyse histologique spécifique a permis d’obtenir une
classification de référence des échantillons en 4 groupes : Sain (S) = 84 échantillons, Hyperplasie
Compensatoire (HC) = 47, Hyperplasie Atypique (HA) = 37 et Dysplasie (D) = 56. L’algorithme
d’analyse des données spectroscopiques développé comporte une première étape de prétraitement
des spectres puis d’extraction de caractéristiques spectrales d’intérêt. Une seconde étape a consisté à
effectuer 1) une sélection statistique parmi ces données pour conserver celles discriminant le plus
grand nombre de paires de classes pour chaque distance inter-fibres Di et leurs combinaisons, 2) une
réduction par ACP du nombre de caractéristiques sélectionnées. La dernière étape de classification
supervisée a été menée aux moyens de 3 méthodes (k-NN, LDA et SVM) afin de caractériser les
valeurs de Sensibilité (SE) et de Spécificité (SP) associées aux différents jeux de caractéristiques
testés.
Résultats et Discussion Au total, 762 caractéristiques ont été extraites à partir de 24 spectres
mesurés sur chaque site étudié (7 AF + 1 RD pour chaque distance) puis 306 d’entre elles ont été
statistiquement sélectionnées (D1 : 83 caractéristiques, D2 : 98 et D3 : 125). Les meilleurs résultats
de classification sont obtenus en utilisant 186 caractéristiques pour les 3 distances inter-fibres
(D1 : 44 caractéristiques, D2 : 59 et D3 : 83) discriminant statistiquement au moins 5 des 6 paires de
classes histologiques. Des valeurs de SE et SP proches de 100 % sont obtenues pour discriminer HC
des trois autres classes, en utilisant D1 ou la combinaison des 3 distances. La classification S vs HA
et D donne SE > 95% et SP proche de 100 % en utilisant la combinaison des 3 distances ; les
algorithmes LDA et SVM donnent de meilleurs résultats de classification que k-NN en discriminant
les 5 paires mentionnées précédemment. La discrimination entre les classes HA et D reste la plus
difficile : valeurs maximales SE < 70% et SP < 80%. Ces résultats sont obtenus majoritairement
pour un nombre de composantes principales expliquant 90 à 95 % de l’information originale et pour
des valeurs variables de k. Les travaux à poursuivre concernent l’amélioration des performances de
classification des états hyperplasiques atypiques et dysplasiques intermédiaires et l’application de la
méthode en situation clinique (caractérisation tissulaire in vivo, aide au contourage pré-biopsique).
[1] G. Díaz-Ayil, M. Amouroux, W.C.P.M. Blondel, G. Bourg-Heckly, A. Leroux, F. Guillemin and Y. Granjon,
European Physical Journal - Applied Physics 47 (2009). [2] M. Amouroux, G. Díaz-Ayil, W.C.P.M. Blondel, G.
Bourg-Heckly, A. Leroux and F. Guillemin, Journal of Biomedical Optics 14(1) (2009) 014011.
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MICROSCOPE DE FLUORESCENCE A ILLUMINATION
STRUCTUREE 3D POUR L’IMAGERIE HAUTE-RESOLUTION
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Une partie importante des développements réalisés en microscopie optique a pour
objectif d’améliorer la résolution spatiale des dispositifs, pour obtenir des images toujours
plus fidèles et plus précises des échantillons biologiques observés. Différentes techniques,
telles que l’illumination structurée, le STED, le PALM ou le STORM [1-5], basées sur des
concepts physiques différents sont apparues ; elles permettent toutes d’obtenir des résolutions
plus petites que la « limite de diffraction » formulée par Abbe et imposée par l’objectif de
microscope utilisé. Nous nous intéressons à la microscopie sous illumination structurée,
technique développée par M. Gustafsson [1], qui permet d’augmenter la résolution latérale
d’un facteur deux. Le principe de cette technique est de ramener les hautes fréquences
spatiales vers la bande passante du microscope, en utilisant l’effet de Moiré : un motif
d’illumination (par exemple des franges d'interférence laser) est superposé à l'échantillon, de
telle sorte que la fréquence spatiale de ce premier se combine avec celles de l'échantillon pour
former des fréquences spatiales plus petites que les originales, qui passeront dès lors dans la
bande passante du système. Cette microscopie permet d’améliorer notablement les
performances d’imagerie d’un microscope classique, tout en travaillant (à l’excitation comme
à la détection) en plein champ.
L’originalité de notre dispositif réside dans l’utilisation de modulateurs spatiaux de lumière
(SLM) pour générer une structure d’illumination en trois dimensions. Avec ces éléments,
nous pouvons ajuster les paramètres de l’illumination (période des franges, amplitude,
déphasage) de façon simple et ainsi nous affranchir de tout déplacement mécanique
d’éléments optiques. Notre montage permet d’avoir le même gain en résolution latérale que
celui obtenu par Gustafsson, à savoir l’augmentation d’un facteur deux par rapport à la limite
de diffraction. De plus, l’utilisation de la structure axiale de l’illumination permet la
localisation d’objets fluorescents de manière très précise suivant la direction axiale. Une
précision de 50 nm a été démontrée sur des billes fluorescentes [6].
Nous présenterons en détail notre montage et ses performances, ainsi que les premiers
résultats obtenus sur des échantillons cellulaires.
[1] M.G.L. Gustafsson, "Surpassing the lateral resolution limit by a factor of two using structured illumination microscopy," J. Microsc., 198,
pp. 82-87 (2000).
[2] S.W. Hell and J. Wichmann, “Breaking the diffraction resolution limit by stimulated emission: stimulated-emission-depletion
fluorescence microscopy,” Opt. Lett. 19, pp. 780-782 (1994).
[3] E. Betzig, G.H. Patterson, R. Sougrat, O.W. Lindwasser, S. Olenych, J.S. Bonifacino, M.W. Davidson, J. Lippincott-Schwartz and H.F.
Hess, “Imaging intracellular fluorescent proteins at nanometer resolution,” Science 313, pp. 1642-1645 (2006).
[4] M.J. Rust, M. Bates and X. Zhuang, “Sub-diffraction-limit imaging by stochastic optical reconstruction microscopy (STORM),” Nat.
Methods 3, pp. 793-796 (2006).
[5] A. Egner, C. Geisler, C. Von Middendorff, H. Bock, D. Wenzel, R. Medda, M. Andresen, A.C. Stiel, S. Jakobs, C. Eggeling, A. Schönle
and S.W. Hell, “Fluorescence nanoscopy in whole cells by asynchronous localization of photoswitching emitters,” Biophys. J. 93, pp. 3285–
3290 (2007).
[6] P.F. Gardeazábal Rodríguez, E. Sepulveda, B. Dubertret and V. Loriette, “Axial coding in full-field microscopy using three-dimensional
structured illumination implemented with no moving parts,” Opt. Lett. 33, pp. 1617-1619 (2008).
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Mesure, sans contact, des forces agissant sur des protéines dans
de microdomaines membranaires
J.-B Masson1,D. Casanova2, S. Türkcan2, G .Voisinne1, M.R. Popoff1 , M. Vergassola1 & A.
Alexandrou2.
1

Institut Pasteur, 25/28 rue du Docteur Roux, 75116, Paris France ; 2 Ecole Polytechnique, 91128 Palaiseau,
France. jbmasson@pasteur.fr; antigoni.alexandrou@polytechnique.edu .

Ces dernières années, le lien entre le mouvement des protéines et des lipides dans les
membranes cellulaires et leurs fonctions ont attiré un grand intérêt [1]. Les avancées faites sur
leur marquage, tout particulièrement celles dans le domaine des nanoparticules et des
quantum dots permettent de suivre leurs trajectoires pendant de longues périodes. La plupart
des analyses se font en étudiant la déviation standard de la position en fonction du temps.
Cependant, un grand nombre d’informations supplémentaires est stocké dans la trajectoire et
peut être exploité.
Un des aspects importants et souvent négligé est la présence de champs de forces agissant
sur ces protéines. Nous proposons une méthode générale basée sur des inférences bayésiennes
[2] qui permet d'extraire, à partir de leurs trajectoires, des cartes de forces agissant sur les
protéines. Ces inférences donnent de très bons résultats avec des distributions à posteriori de
forces très étroites et des convergences très rapides.
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Figure 1: Exemple de trajectoire et de champ de forces associé, les lignes de niveaux représentent le potentiel
correspondant.

La protéine est modélisée comme un marcheur Brownien évoluant dans un champ de
force. La probabilité d’un déplacement est gouvernée par l'équation de Smoluchowski [3],
rendant l'inférence facilement applicable. Le domaine dans lequel évolue la protéine est
discrétisé et les forces sont supposées constantes dans les zones correspondantes. Ainsi, la
distribution à posteriori de l'ensemble des paramètres, U, connaissant la trajectoire, T, vaut
P(UT) =i,j=1..nP(Fi,j,DT) où Fi,j est le vecteur force de la zone (i,j) et D la diffusivité du
couple
protéine-nanoparticule
et
P(Fi,j,DT)
:r S(i,j)
exp[-(r+1-r Fi,jt/)2/(4Dt)]/(4Dt) où r donne la position de la biomolécule,  indexe les différents
points de la trajectoire où la biomolécule est dans la zone (i,j). L’optimisation se réduit à
des fonctions de 2 variables dans chaque zone.
Cette technique fut testée expérimentalement [4] sur le récepteur membranaire de la
toxine . Il fut marqué par des nanoparticules d'oxyde dopées par des ions lanthanides qui
ne présentent pas de clignotement et suivi pendant plusieurs minutes. Les résultats révèlent
des champs de forces complexes (Fig. 1) questionnant ainsi les différents modèles de
confinement membranaire.
1. M.J. Saxton, Single-particle tracking: connecting the dots, Nature Methods 5, 671 (2008).
2. D.J. McKay, Information Theory, Inference, and Learning Algorithms, Cambridge University Press, (2003).
3. H. Risken, The Fokker-Planck Equation: Methods of Solutions and Applications, Springer (1989).
4. J.-B. Masson et al , Inferring maps of forces inside cell membrane microdomains, Phys. Rev. Lett., 102, 4, 048103 (2009).
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Microscopie référencée en position : suivi site à site de l’évolution des
cultures cellulaires avec une précision subpixel
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Revenir au microscope avec une culture, retrouver l’image d’une zone d’intérêt et observer
les transformations survenues. Si les platines motorisées des microscopes sont très précises, le
positionnement de la culture sur la platine est toujours approximatif ce qui empêche une
localisation rapide et précise. Ce que nous désignons ici par microscopie référencée en
position consiste à repérer la position à partir d’une référence insérée dans le support de
culture cellulaire. Ainsi, les aller-retour entre la chambre d’incubation et le microscope restent
sans effet sur la qualité du positionnement.
La méthode tire profit de la faible profondeur de mise au point des objectifs pour observer en
complément de l’image biologique habituelle une seconde image – représentative de la
position – obtenue en faisant la mise au point sur une référence de position localisée à une
altitude différente. La séparation verticale entre la référence de position et la préparation évite
la diaphonie entre leurs images sans modifier les coordonées latérales. Ainsi la position
calculée à partir de la zone du motif de référence observée est pleinement représentative de la
zone de la préparation observée. On utilise donc la structure connue de la référence de
position solidaire du support de culture pour localiser les régions d’intérêt de la préparation.
Ce principe de fonctionnement est représenté sur la figure ci-dessous :

Principe de focalisation à deux
altitudes différentes. L: objectif;
S: échantillon biologique; P:
référence de position insérée
dans la boite de culture B;
a) mise au point sur la référence
de position; b) image obtenue;
c) mise au point sur l’objet
biologique; d) image obtenue.

La référence de position est basée sur un codage pseudo-aléatoire bi-dimensionnel crypté dans
une trame périodique (fig.2.b). La transparence de l’ensemble reste supérieure à 80% pour
limiter la perte de luminosité. La trame périodique est exploitée à la manière d’un vernier
pour obtenir une précision très nettement subpixel de la position. L’orientation est également
obtenue avec une grande précision. Après superpoisition numérique d’images de la même
zone, le défaut d’allignement est environ 10 fois inférieur à la tache de diffraction de
l’objectif utilisé.
Réf. : P; sandoz et al, J of Microscopy, vol.225, n°3, 293-303, 2007.
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MOSAÏQUAGE AUTOMATIQUE D’IMAGES CYSTOSCOPIQUES :
EVALUATIONS QUALITATIVE ET QUANTITATIVE
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Dans le cadre du diagnostic clinique du cancer de la vessie, la cystoscopie est l’examen
exploratoire de référence permettant l’investigation visuelle de la paroi interne de la vessie à
l’aide d’un endoscope rigide ou fibré. Les supports visuels actuels disponibles pour le
clinicien sont la séquence vidéo enregistrée et les impressions papier de certaines images
d’intérêt. Chaque image correspond, en général, à la visualisation d’une surface de tissu de
l’ordre du cm2 qui ne permet pas d’apprécier le caractère multifocale des lésions. Pour
résoudre ce problème, nous proposons la construction d’un nouveau support permettant au
clinicien d’observer, en une seule fois, des surfaces de vessie plus étendues pour faciliter la
localisation spatiale des lésions et ainsi améliorer le suivi des patients d’un examen à un autre.
Ce type de support peut être obtenu par mosaïquage d’images par la construction d’images
panoramiques en superposant des images successives par un processus de recalage. Ce dernier
consiste à trouver la transformation qui aligne au mieux deux images successives selon une
mesure de similarité/dissimilarité.
Le mosaïquage de la paroi interne de la vessie pose des problèmes spécifiques. En effet, les
séquences d’images cystoscopiques ne contiennent pas de primitives détectables, présentent
une grande variabilité inter- et intra-patient en termes de textures et comportent un nombre
très important d’images (plusieurs milliers).
Nous présentons dans cette contribution deux algorithmes AIM et ADQ développés
respectivement sur la base de mesures de similarité statistique et géométrique des niveaux de
gris (NG). Le premier algorithme AIM est basé sur la maximisation de l’information mutuelle
en NG par une méthode de gradient stochastique descendant [1,3]. Le deuxième algorithme
ADQ repose sur une étape initiale de corrélation suivie de la minimisation d’une distance
quadratique en NG par une méthode basé sur l’estimation du flot optique entre les images à
recaler [2,4]. Pour évaluer qualitativement et quantitativement ces deux algorithmes nous
avons utilisé respectivement des images réelles d’examen cystoscopique et des images
simulées à partir d’un fantôme réalisé avec une vessie réelle de porc. En termes de précision
de recalage, les deux algorithmes donnent des résultats comparables. Par contre, l’algorithme
AIM montre une meilleure robustesse vis-à-vis les mouvements de l’endoscope que
l’algorithme ADQ qui est largement plus rapide (environ 100 fois). Il est important de
souligner que les deux algorithmes génèrent des cartes panoramiques visuellement cohérentes
et génèrent des erreurs de recalage inférieures à un pixel dans le cas d’examen cystoscopique
réel. Les travaux en cours concernent la combinaison des deux approches pour tendre vers une
solution robuste, précise et rapide et l’évolution vers une représentation 3D de la vessie
(reconstruction 3D par vision active).
[1] R. Miranda-Luna, C. Daul, W. C. P. M. Blondel, Y. Hernandez-Mier, D. Wolf, and F. Guillemin, IEEE
Trans. Biomed. Eng., vol. 55, no. 2, pp. 541–553, fév. 2008. [2] Y. Hernández-Mier, W. C. P. M. Blondel, C.
Daul, F. Guillemin et D. Wolf, Computerized Medical Imaging and Graphics (en revision) 2008. [3] R.
Miranda-Luna, Doctorat de l’INPL, mars 2005. [4] Y. Hernández-Mier, Doctorat de l’INPL, octobre 2007.
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1- Imageur acousto-optique avec résolution millimétrique par holographie
photoréfractive de front d’onde et codage aléatoire de phase
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Le couplage de la lumière avec des ultrasons (US) permet de révéler des contrastes optiques
(absorption, diffusion) à l’intérieur de milieux diffusants épais (quelques cm) grâce à une
mesure interférentielle entre les photons marqués par l’onde ultrasonore et un faisceau
référence qui passe à l’extérieur du milieu. Cette mesure utilise une holographie numérique
hors-axe à l’aide d’une caméra CCD, ou bien une holographie adaptative du front d’onde
effectuée par un cristal photoréfractif et détectée par un capteur de flux mono-élément de
grande surface. La méthode est envisagée pour la
détection de tumeurs du sein.
La localisation spatiale est apportée par les ultrasons,
car ils sont balistiques aux fréquences échographiques
utilisées (quelques MHz). Dans un plan transverse à la
propagation des US la résolution est de l’ordre de
quelques mm, elle est par contre très mauvaise le long
de la colonne acoustique (le cm).

Profil acousto-optique 2D à 1064nm d’une inclusion absorbante
dans un gel diffusant de 3cm d’épaisseur (’s=6cm-1), avec
résolution acoustique transverse (horizontale) et longitudinale
(verticale) .

Une localisation longitudinale de l’ordre du millimètre peut s’obtenir avec une modulation
particulière sur les ultrasons : elle consiste à appliquer sur la porteuse (2MHz) et sur le
faisceau référence (déclenché avec un retard  par rapport aux US) des sauts périodiques de
phase (tjump) qui prennent aléatoirement une valeur 0 ou . Il apparaît alors que la fonction
d’autocorrélation contenue dans le terme d’interférence n’est significative que lorsque ces
motifs se recouvrent correctement, ce qui correspond dans le milieu à une tranche centrée sur
z = vus., d’épaisseur z = vus.tjump.
Nous montrerons la mise en œuvre de cette technique en utilisant un montage d’holographie
photoréfractive à 1064nm en configuration de diffraction orthogonale anisotrope.
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2 - GUIDAGE DE FAISCEAU ULTRASONORE INTENSE PAR
RENVERSEMENT TEMPOREL DE SIGNAUX PHOTOACOUSTIQUES
EMIS PAR UN CONTRASTE OPTIQUE SELECTIF
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Résumé:
Nous avons récemment démontré que des signaux photoacoustiques d’absorbeurs optiques
spatialement localisés peuvent être utilisé comme sources ponctuelles pour mettre en œuvre
du renversement temporel ultrasonore, permettant l’imagerie ultrasonore d’un milieu à travers
une couche acoustiquement fortement aberrant. [Bossy, et al., APL 89(18), 2006]
Motivé par la capacité du renversement temporel de focaliser de l’énergie derrière des
couches aberrantes, nous avons investigué la possibilité d’utiliser des signaux
photoacoustiques pour guider automatiquement et de façon non-invasive un faisceau
d'ultrasons thérapeutiques (High-Intensity Focussed Ultrasound, HIFU). Ceci exige que
l’énergie optique soit déposée uniquement dans la cible et pas dans d’autres contrastes
optiques endogènes forts comme par exemple les vaisseaux sanguins.
Nous présentons des expériences in-vitro montrant que des sources photoacoustiques localisé
à plusieurs centimètres en profondeur dans des fantômes de tissus biologiques (coefficient de
diffusion réduite : 10 cm-1) peuvent être utilisé comme source pour le renversement temporel
– permettant potentiellement l’utilisation des méthodes ultrasonores existant pour l’imagerie,
thérapie et monitoring dans des milieux acoustiquement et optiquement complexes. Nous
démontrons la possibilité de focaliser de l’énergie ultrasonore spécifiquement sur un contraste
optique sélectif, par exemple sur des nano-bâtonnets d’or, en présence de contrastes optiques
forts non-sélectifs, avec un système laser nanoseconde ajustable en longueur d’onde et un
système de renversement temporel multi-voies. [Funke, et al., APL 94(5), 2009]
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Introduction L’objectif du projet est de développer un appareil de spectroscopie proche
infrarouge résolu en temps et suffisamment compact pour être portatif et assurer la détection
d’activation cérébrale au chevet de nourrissons prématurés soumis à un stimulus olfactif. La
première étape de validation de l’appareil sur objets-tests est présentée ici.
Matériels et méthodes Instrumentation L’excitation lumineuse est contrôlée par un
séquenceur (basé sur un FPGA Cyclone 3EP2C20, Altera) contrôlant l’ordre et la fréquence
(jusqu’à 50 MHz) d’émission de 4 diodes laser (680, 780, 830 et 870 nm, Roithner) couplées
vers 4 fibres optiques de 50 µm de diamètre de cœur, ayant leurs secondes extrémités montées
dans un connecteur commun (Sedi). Les photons diffusés sont collectés par une fibre optique
(800 µm de diamètre de cœur) et détectés par une photodiode à avalanche (idQuantique). Les
profils temporels sont enregistrés par un module de comptage de photons résolu en temps
(SensL). Objets-tests Deux cylindres de 80 mm de diamètre chacun (µa = 0,008 mm-1 et µs’ =
0,6 mm-1) ont été confectionnés à base de matériaux inertes (résine acrylique, dioxyde de
titane et encre de Chine) : l’un est homogène, l’autre comprend 3 inclusions (cylindres de 8
mm de diamètre dont les centres sont situés à 10 mm de profondeur et à 120° l’un de l’autre)
respectivement 10 fois plus absorbant, 5 fois plus diffusant et 5 fois plus diffusant et
absorbant que le matériau environnant. Méthode expérimentale Les fibres excitatrice et
réceptrice sont placées autour du cylindre à une distance de 29 mm l’une de l’autre (angle de
54 degrés entre excitation et réception) successivement de part et d’autre de chacune des 3
inclusions.
Résultats et discussion La largeur à mi-hauteur des profils temporels d’excitation est
d’environ 250 ps pour chacune des 4 diodes laser. Les profils temporels acquis de part et
d’autre de chaque inclusion sont caractéristiques de la nature de ces inclusions. Nous en
déduisons la capacité de notre appareil à détecter des éléments aux coefficients optiques
variables enfouis en profondeur dans un milieu mimant les propriétés optiques d’un tissu
biologique. Par ailleurs, l’excitation lumineuse basée sur des diodes laser, la robustesse des
différents éléments le composant et sa compacité (approx. 30 x 30 x 30 cm3) rendent
l’appareil développé compatible avec une utilisation clinique au chevet du patient, tant sur le
plan de la sécurité (classe de laser) que sur celui de la transportabilité.
Perspectives L’appareil sera prochainement évalué in vivo au travers d’une expérimentation
animale visant à détecter une activation cérébrale chez le rat soumis à divers stimuli olfactifs.
A terme, l’objectif est de montrer l’apport de la résolution temporelle dans la détection
d’activation cérébrale chez le nourrisson prématuré soumis à divers environnements olfactifs
ayant déjà prouvé qu’ils amélioraient ou dégradaient leurs fonctions physiologiques (rythme
cardio-respiratoire) et donc à plus long terme leur bien-être neurologique.
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Dans la recherche biomédicale, les modèles animaux (rats, souris, primates…), sont devenus
des outils très précieux. Les méthodes d’imagerie fonctionnelle utilisant des sondes optiques
ou fluorescentes permettent de recueillir in vivo des informations biochimiques,
pharmacologiques et de suivre leurs évolutions dans le temps chez un même animal. Dans le
proche infra rouge, les radiations pénètrent profondément et permettent ainsi l’étude des tissus
profonds. Cependant, les photons sont fortement diffusés et l’obtention directe d'une
cartographie 3D des marqueurs et des propriétés optiques des organes explorés devient
impossible. La tomographie optique résolue en temps permet de tenir compte du phénomène
de diffusion et de reconstruire des images volumiques des tissus et organes profonds.
Un tomographe optique pour l’imagerie in vivo du petit animal résolu en temps a été assemblé
par notre équipe. Il comporte des diodes laser picoseconde (690, 785, 830 et 870nm) utilisées
pour l’excitation à plusieurs longueurs d’onde, leurs électronique de commande séquentielle.
Un système rotatif composé de seize fibres optiques disposées autour du petit animal permet
son irradiation et le transport de la lumière de sa surface vers les détecteurs. La partie
détection est composée d’un tube photomultiplicateur à huit anodes à galettes de microcanaux
et huit cartes de comptage de photons résolus en temps permettant de construire les profils
temporels des photons diffusés (TPSF). Les TPSF des photons de fluorescence peuvent être
acquis après insertion d’un filtre optique.
Les coordonnées 3D de la surface du petit animal sont déterminées à l’aide d’un conoscope et
un balayage rapide en XY. Connaissant la surface du petit animal, le modèle mathématique et
son maillage 3D sont réalisés par le logiciel Comsol Multiphysics. La densité des photons
diffusés est calculée par la résolution de l’équation de diffusion. Le calcul utilise comme
sources les nœuds du maillage se trouvant à l’intérieur du cône de lumière issu de la fibre
d’excitation considérée et situés à une profondeur de 1/µ’s (µ’s coefficient de diffusion réduit)
et détermine les flux de photons dans les fibres réceptrices à partir de la densité des photons
diffusés sur la surface de l’animal, de la géométrie de détection et des caractéristiques des
fibres. Les densités des photons de fluorescence et les signaux optiques associés sont calculés
par la résolution d’unes seconde équation de diffusion couplée à la première et dans laquelle
la source est une distribution temporelle dépendant du temps de vie de fluorescence du
marqueur, de sa distribution spatiale et de la densité des photons diffusés. Enfin, la surface du
petit animal est supposée lambertienne.
Les cartographies des propriétés optiques et de la localisation des sources fluorescentes seront
utilisées principalement en imagerie préclinique dans les domaines de la neurologie, sur des
modèles de maladies dégénératives ainsi que de la cancérologie pour l’imagerie de sondes
fluorescentes spécifiquement activables.
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5 - INFLUENCE DU DIAMETRE DU FAISCEAU EXCITATEUR SUR
LA MESURE DU COEFFICIENT d’ATTENUATION EFFECTIF :
APPROCHE THEORIQUE ET EXPERIMENTALE
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L’efficacité du traitement par photo-chimiothérapie est largement influencée par la
distribution du flux lumineux à l’intérieur du tissu. Le flux lumineux est solution de l’équation
de diffusion des photons. Des expressions analytiques du flux ont été établies pour un tissu
d’épaisseur infinie [1] ainsi que pour un tissu d’épaisseur bien déterminée [2]. La méthode des
éléments finis a également été utilisée [3].
Les simulations effectuées montrent que la pente du logarithme népérien du flux lumineux le
long de l’axe du faisceau excitateur est égale au coefficient d’atténuation effectif lorsque le
diamètre du faisceau est grand. La mesure du flux lumineux le long de l’axe du faisceau
irradiant un milieu turbide permet donc de déterminer le coefficient d’atténuation effectif de
celui-ci.
L’objectif de cette communication est d’étudier l’influence du diamètre du faisceau sur la
mesure de ce coefficient.
Nous utilisons la solution analytique [2] pour simuler l’évolution du flux en fonction de la
profondeur. Ces simulations sont effectuées en utilisant les propriétés optiques du tissu
mammaire. Lorsque le rayon du faisceau augmente l’écart entre la valeur du coefficient
d’atténuation effectif et la pente du logarithme népérien du flux diminue.
Un dispositif expérimental permettant de valider cette approche théorique est présenté. Une
réplique tissulaire composée de 1000 ml d’eau additionnée de 500ml de lait est irradiée au
moyen d’un faisceau lumineux délivré par une LED (1W-625 nm). Le flux lumineux est
mesuré le long de l’axe du faisceau au moyen d’une fibre optique munie d’une extrêmité
sphérique . La pente du logarithme népérien du flux est comparée à la valeur du coefficient
d’atténuation effectif déterminée par spectroscopie résolue en fréquence [4]. Les résultats
expérimentaux obtenus confirment les résultats théoriques.
REFERENCES
1-Carp S.A ; Prahl S.A, Venugopalan V (2004). "Radiative transport in the delta P1
approximation: accuracy of fluence rate and optical penetration depth predictions in turbid
semi-infinite media" . Biomed Opt.9, pp 632-647.
2-Le Pommellec J.Y , L’Huillier J.P (2008) "Irradiation d’un tissue biologique par un faisceau
laser Gaussien : comparaison entre les résultats obtenus par la méthode des elements finis et
par une méthode analytique. "9° colloque international francophone SFO-CMOI, NANTES /
CD-Actes du congrès
3-Deulin X; L’Huillier J.P (2006) "Finite element approach to photon propagation modelling
in semi-infinite homogeneous and multilayered tissue structures " J.Appl.Phys.33, pp133-146.
4-Le Pommellec J.Y , L’Huillier J.P (2003) "Influence of the boundary conditions on the
accuracy of diffusion theory in frequency resolved spectroscopy. "Proc. SPIE, vol 5138, 208220.
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Depuis le début des années 1990, la spectroscopie tissulaire proche-infrarouge (NIRS)
a été orientée dans le domaine de la neurologie, vers la mesure de l'oxygénation tissulaire,
l‘hémodynamique cérébrale et l’imagerie du cerveau. Cette technique offre la possibilité
d’appréhender, de manière non invasive, les concentrations de l’hémoglobine, absorbant
dominant des tissus du cerveau. Les signaux liés à l'absorption et à la diffusion des structures
traversées par les photons et recueillis en surface, sont ainsi révélateurs de l’activité cérébrale.
Bien que cette approche puisse paraître simple, l’examen des signatures spécifiques aux
régions activées peut être complexe en raison de la structure hétérogène de la tête et en
particulier de la présence du liquide céphalo-rachidien (LCR) remplissant l’espace entre le
crâne et le cerveau.
Des modèles théoriques fondés sur de simples géométries (2D) ont été souvent
proposés dans la littérature pour modéliser la propagation de la lumière dans la tête [1,2].
Cependant, l'estimation précise de la distribution de la radiation (en spectroscopie
proche infrarouge) exige des modèles réalistes produits par un scan d’IRM révélant la
morphologie de chacune des couches de la tête [3]. La mise en œuvre d’un code de Monte
Carlo (3D), intégrant les données structurelles obtenues par IRM, ainsi que différentes
propriétés optiques, nous ont permis d’examiner la contribution des différentes couches de la
tête d’un adulte au signal NIRS et de calculer la distribution spatiale des photons (bananashape) pour plusieurs distances séparant la source du récepteur. Cette manière de procéder
permet donc une interprétation claire et pratique de la contribution du LCR, dans toute étude
de modélisation de la propagation de la lumière dans la tête d’un adulte.
Les résultats révèlent que les propriétés optiques, la géométrie du LCR ainsi que les tissus
superficiels peuvent influencer les mesures NIRS dans le cerveau. D'autre part les futures
études dévolues à la propagation des photons dans le cerveau et utilisant la technique NIRS,
devraient se concentrer sur la question liée à la quantification et à la séparation des signatures
révélatrices des tissus intra cérébraux et extra cérébraux.

Références
[1] E. Okada., M. Firbank., M. Schweige., S.R. Arridge., M. Cope., D.T. Delpy., Theoretical and experimental
investigation of near-infrared light propagation in a model of the adult head, App. Opt., 36, pp. 21-31, 1997.
[2] C. Mansouri., and J.P. L’Huillier., Time-resolved photon migration through an adult head model: comparison
between finite element and Monte Carlo calculations, Therapeutic Laser Applications and Laser-Tissue
Interactions III, Alfred Vogel, Editor, Proc. SPIE Vol. 6632, 66320L, 2007.
[3] C. Mansouri., N.H. Kashou., J.P. L’Huillier., Etude de la sensibilité spatiale de la spectroscopie proche
infrarouge (NIRS) au cerveau: simulation de Monte Carlo 3D basée IRM, Journées d'Etudes Algéro-Françaises
en Imagerie Médicale JETIM’08, 22 au 24 novembre 2008, Blida-Algérie, pp. 198-200.
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Résumé – Dans le cadre de la tomographie diffuse de fluorescence résolue en temps, nous
avons réfléchi à une nouvelle approche de reconstruction basée sur une transformation en
ondelettes des mesures de fluorescence. Cette approche permet d’améliorer la qualité des
reconstructions par rapport à la méthode standard basée sur le calcul des moments.
Contexte – La tomographie optique diffuse de fluorescence est une modalité d’imagerie
visant à la reconstruction tridimensionnelle de marqueurs fluorescents injectés au préalable
dans un milieu fortement diffusant. Expérimentalement, une source lumineuse émettant dans
les longueurs d’onde du proche infrarouge éclaire le milieu étudié. Cette lumière – dite
d’excitation – se propage dans le milieu et excite les marqueurs fluorescents qui réémettent à
leur tour un rayonnement lumineux. Ce rayonnement – dit de fluorescence – se propage à son
tour dans le milieu. Il est enfin collecté par des détecteurs en différentes positions. Plus
particulièrement, la technique résolue en temps met en oeuvre des sources laser pulsées ainsi
qu’une détection résolue en temps (de type comptage de photons par exemple). Cette
technique est celle qui permet a priori de maximiser la quantité d’information collectée lors
d’une mesure.
Objectif – Notre objectif est de déterminer la meilleure façon de recueillir et d’exploiter
l’information contenue dans les signaux emporels. Jusqu’alors les efforts se sont concentrés
autour de l’exploitation signatures issues de : i) transformées de aplace (TL) des signaux, et ii)
moments des signaux (la référence) [1]. Nous cherchons des signatures alternatives qui
permettraient de maximiser la quantité d’information recueillie à partir d’un signal temporel
tout en compressant sa représentation.
Approche – On peut considérer la TL ainsi que les moments comme les projections des
signaux temporels sur certaines fonctions de base – exponentielles dans le cas de la TL ou
monômes dans le cas des moments. Dans les deux cas, les fonctions de bases sont des
fonctions à support infini et les projections fournissent donc une information globale. Nous
proposons comme alternative au calcul des moments des mesures temporelles, le calcul des
coefficients des transformées en ondelettes des mesures, qui présentent l’avantage de fournir
une information localisée. Les ondelettes, qui sont un outil puissant en traitement du signal [2],
ont été peu employées pour ce type d’application.
Résultats – La qualité des reconstructions issues des moments des mesures se dégrade
rapidement en présence de bruit. Nous avons observé que les reconstructions obtenues à partir
d’une transformées en ondelettes des mesures étaient moins sensibles au bruit.
Références
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Express 13, 2263–2275 (2005).
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Nous avions déjà mis en évidence la possibilité d'effectuer des mesures résolue dans le
temps de la lumière diffuse par l'analyse des fluctuations de tavelures dues à une modulation
en longueur d'onde de la source utilisée [1]. Des résultats très encourageants avaient été
obtenus avec une simple photodiode pour détecteur [2]. Une telle méthode peut être peu
coûteuse et facilement accessible pour des applications cliniquess, mais ce n'est pas son
unique intérêt: notre méthode permet en effet d’effectuer des mesures résolues en temps de
vol des corrélations temporelles du champ électromagnétique ( DWS - Diffusing Wave
Spectroscopy ), et ce y compris à travers des milieux épais [3,4]. Nous avons ainsi démontré
expérimentalement qu’il était possible d’améliorer la résolution spatiale de l’imagerie en
transillumination d'une hétérogénéité dynamique en sélectionnant des temps de transit plus
courts [4], ouvrant ainsi la voie à des applications intéressantes pour la mammographie.
Une manière d'améliorer le rapport de signal à bruit (SNR) de cette méthode peut
consister en la multiplication de nombre de détecteurs, et dans ce cadre l'utilisation d'une
caméra CCD paraît être une solution technique intéressante. La modulation en longueur étant
dans la gamme du kHz, afin de geler les fluctuations de tavelures dues aux mouvements
biologiques à l'intérieur du tissu, nous avions entrepris des expériences avec une caméra ultrarapide fonctionnant dans cette même gamme de fréquence ; il se trouve que différentes
limitations techniques, liées à l’utilisation d’une caméra rapide, n'ont pas permis une
amélioration significative du SNR [5].
Dans cette communication nous allons présenter des résultats obtenus avec une caméra
CCD standard et une fréquence d'acquisition beaucoup plus basse, d’environ 10 images/s.
Nous verrons comment cette fréquence plus basse peut être compensée par un nombre plus
élevé de pixels et un rendement quantique plus élevé dans l'infrarouge proche.
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Dans les conditions physiologiques, les molécules d’ADN, qui ont une longueur est quelques
centimètres, sont fortement condensées dans un volume extrêmement réduit, à l’échelle
micrométrique. Dans cet état l’ADN s’auto-organise et créé des phases cristallines liquides.
Ces structures ordonnées peuvent non seulement être impliquées dans les processus
physiologiques, mais elles constituent aussi un modèle intéressant pour développer des
techniques expérimentales nouvelles pour l’étude de l’orientation moléculaire des matériaux
biologiques.
Nous présentons dans cette étude, l’analyse par polarimétrie nonlinéaire de cristaux liquides
d’ADN marqué par des fluorophores. Dans un premier temps nous déterminons les
paramètres de fixation de deux marqueurs spécifiques d’ADN, Hoechst et Iodure de
Propidium. Ensuite, l’analyse polarimétrique de la fluorescence à deux photons émise par ces
marqueurs va permettre d’étudier l’orientation des doubles brins d’ADN dans différents
domaines des cristaux liquides.
Les résultats présentés montrent que la polarimétrie noninéaire est une technique prometteuse
pour l’analyse de l’ordre structural dans le domaine de biologie.
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Différentes techniques optiques ont prouvé leur efficacité pour l’étude des propriétés de
tissus biologiques, et notamment pour l’aide au diagnostic des cancers ou des lésions
précancéreuses difficilement visibles en imagerie classique d’intensité. Notre objectif est
d’évaluer l’efficacité de l’imagerie polarimétrique pour ce type d’application.
L’imageur en lumière polarisée à cristaux liquides développé au sein du laboratoire
PICM de l’Ecole polytechnique a été utilisé pour mesurer la matrice de Muller complète
d’échantillons de colon sain et cancéreux avant fixation et à différentes longueurs d’onde
(entre 500 nm et 700 nm). Ces mesures montrent que:
1. les parties tumorales du colon dépolarisent moins la lumière que les parties saines;
2. le dégré de polarisation linéaire (LDOP) est toujours supérieur au dégré de
polarisation circulaire (CDOP) pour un tissu sain comme pour un tissu cancéreux;
3. Les valeurs de LDOP et CDOP augmentent avec la longueur d’onde, entre autre à
cause de l’absorption du tissu. Cependant, les images en polarisation ne sont pas
redondantes avec les images en intensité, elles donnent une information
supplémentaire.
Pour mieux comprendre les contrastes observés dans les images polarimétriques nous
avons simulé la propagation de la lumière polarisée dans les tissus par la méthode de Monte
Carlo. La matrice de phase de diffusion d’une seule sphère a été calculée à partir de la
solution exacte du problème de Mie. Le modèle comprend deux ou plusieurs couches
caractérisées par des diffuseurs sphériques de tailles différentes déposées sur un substrat
supposé lambertien. Les paramètres ajustables sont la longueur d’onde, la taille et la
concentration des particules, le contraste d’indice optique entre les diffuseurs et le milieu et
l’épaisseur des couches.
Les travaux précédents sur des tissus fantômes (sphères de polystyrène suspendues dans
l’eau) ont montré que la valeur du CDOP dépasse celui du LDOP lorsque la taille de sphères
augmente2. Nos simulations nous amènent à conclure que non seulement la taille des sphères
mais aussi leur concentration, le contraste d’indice optique et l’épaisseur de la couche sont
tous des paramètres importants affectant le rapport LDOP/CDOP.
Par conséquent, il faut être prudent dans la détermination des propriétés des tissus réels,
et notamment la taille des diffuseurs, à partir des résultats obtenus par les simulations et les
mesures sur des tissus fantômes. Le projet progresse vers la mise au point d’un modèle
réaliste de tissus de colon sain et cancéreux permettant d’interpréter quantitativement
l’ensemble des mesures en imagerie polarimétrique multispectrale des tissus exvivo.
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D. Bicout, C. Brosseau, A. S. Martinez J. M. Schmitt. Depolarization of multiply scattered waves by spherical diffusers: Influence of the
size parameter. Phys. Rev. E, 49(2), 1767-1770, 1994.
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La fluxmétrie laser Doppler (FLD) est une technique dont le principe repose sur l'effet
Doppler généré par l'interaction des photons d'une lumière laser et les globules rouges de la
microcirculation cutanée. Elle permet le suivi en continu de la perfusion microcirculatoire et est
principalement utilisée en recherche clinique (Humeau et al., 2007).
Notre étude a pour objectif d'apporter une contribution à l'étude du système cardiovasculaire
périphérique à partir de l'analyse multiéchelle des signaux de FLD. L'analyse multiéchelle, ou analyse
multifractale, identifie des phénomènes où les structures et les évolutions pertinentes se produisent sur
toute une gamme d’échelles temporelles. Ces comportements s’opposent à ceux de processus
"simples" qui sont régis par un petit nombre d’échelles temporelles, traduites par exemple par une
constante de temps ou une fréquence propre caractéristique.
Notre équipe a récemment montré que les signaux de FLD présentent des spectres
multifractals plus larges que ceux des signaux de variabilité cardiaque, qui correspondent au système
cardiovasculaire central (Humeau et al., 2009). Cependant, l'origine de cette possible multifractalité
des signaux de FLD reste à découvrir : processus physiologiques sous-jacents, complexité du flux
microcirculatoire, speckle optique...? En analysant des signaux de FLD acquis chez des sujets sains et
chez des patients atteints d'apnée du sommeil (pathologie générant une diminution du tonus
parasympathique, une augmentation du tonus sympathique, et une dysfonction endothéliale), nous
avons montré que les spectres multifractals des deux populations étaient très proches (Buard et al.,
2009).
Afin de déterminer la potentielle implication d'autres phénomènes physiologiques dans la
largeur des spectres multifractals des signaux de FLD, nous proposons ici de comparer les spectres
multifractals de signaux acquis au niveau de l'avant-bras, à différentes températures cutanées
(chauffage cutané local à 40°C vs température ambiante). Ces spectres multifractals ont été obtenus à
partir de l'estimation des fonctions de partition des signaux, du calcul des exposants de Renyi, puis par
le calcul de leur transformée de Legendre. Nos observations montrent que, environ 20 minutes après le
début du chauffage local, les spectres multifractals des signaux acquis à 40°C sont légèrement plus
étroits que ceux des signaux acquis à température ambiante. La production locale de monoxyde d'azote
(NO), qui entre en jeu dans l'augmentation du flux microcirculatoire durant un chauffage cutané local
de 40°C (Kellogg, 2006), pourrait donc avoir une influence sur la largeur des spectres multifractals.
D'autres analyses sont actuellement en cours pour poursuivre cette étude.
Buard B., Trzepizur W., Mahe G., Chapeau-Blondeau F., Rousseau D., Gagnadoux F., Abraham P.,
Humeau A. (2009) "Multifractal spectra of laser Doppler flowmetry signals in healthy and selep apnea syndrome
subjects". Soumis.
Humeau A., Buard B., Chapeau-Blondeau F., Rousseau D., Mahe G., Abraham P. (2009) "Multifactal analysis of
central (electrocardiography) and peripheral (laser Doppler flowmetry) cardiovascular time series from healthy
human subjects". Soumis.
Humeau A., Steenbergen W., Nilsson H., Strömberg T. (2007) "Laser Doppler perfusion monitoring and
imaging: novel approaches", Medical and Biological Engineering and Computing, vol. 45, pp. 421-435.
Kellogg D.L. (2006) "In vivo mechanisms of cutaneous vasodilation and vasoconstriction in humans during
thermoregulatory challenges", Journal of Applied Physiology, vol. 100, pp. 1709–1718.
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Résumé: les capteurs à Résonance de Plasmon de Surface (SPR) sont très sensibles
aux variations des propriétés optiques (indice de réfraction, épaisseur) d’une couche
diélectrique déposée à la surface d’une fine couche métallique (50 nm d’or ou argent). Dans
cette communication les auteurs s’intéressent à l’étude de biopuces optiques basés sur la
configuration de Kretschmann où la variation de réflectivité d’un faisceau lumineux polarisé
TM résulte d’un changement dans la couche diélectrique. Cette biopuce est utilisée dans la
mesure d’interaction de biomolécules de type ADN:ADN dans le cas de diagnostique
génétique, ou génomique en général ou bien de type protéine:protéine pour la validation de
models biologiques et l’étude de leurs interactions. Cette nouvelle génération de biopuce
permet une détection sans aucun marqueur fluorescent de la cible et une quantification en
temps réel de l’hybridation en surface.
Ce type de biocapteur permet, en plus de l’imagerie (x, y, t) classique, une mesure
multidimensionnel en fonction de l’angle d’incidence, un balayage spectral dans le domaine
du visible ou une mesure en mode de polarisation orthogonale pour caractériser l’anisotropie
des échantillons. La nano-structuration de la surface sensible, soit par la structuration de la
couche métallique, soit chimiquement par la création de zones sensibles structurées
géométriquement, permet également d’augmenter la sensibilité du capteur. Différents
exemples d’applications seront présentés.
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L’imagerie du FRET soit « Forster Resonance Energy Transfer » est très utilisée
actuellement pour suivre les interactions entre protéines dans les cellules vivantes. Parmi les
différentes méthodes de référence pour quantifier le FRET, nous avons choisi l’imagerie en
durée de vie de fluorescence car cette méthode est indépendante de la concentration et de
l’intensité et par conséquent souffre moins du photoblanchiment. En mesurant la durée de vie
de fluorescence du donneur, on peut évaluer l’efficacité du transfert et la relier à la distance
séparant les deux fluorophores et au phénomène biophysique sous-jacent. D’autre part, pour
certaines applications biomédicales, une grande résolution spatiale est requise. En
neurobiologie par exemple, la localisation de certains récepteurs membranaires fournit des
informations sur leurs voies d’acheminement et sur la structure neuronale. La microscopie
TIRF basée sur la réflexion totale interne est un outil très efficace et précis pour observer des
évènements ayant lieu sur ou juste en dessous de la membrane plasmique [1]. A l’aide de ce
dispositif de TIRFM et en transfectant des cellules avec des sondes permettant d’obtenir du
FRET, on peut effectuer de l’imagerie fonctionnelle localisée uniquement dans la membrane.
Ces techniques très attractives ont été combinées pour aboutir au développement d’un
montage de TIRFLIM soit Total Internal Reflection Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy, qui permet de suivre de manière dynamique l’activité membranaire des cellules.
La microscopie TIRF a plusieurs avantages, l’imagerie en plein champ avec une excitation
uniforme sur une large zone, un temps d’acquisition réduit (pas de dispositif de balayage de
l’échantillon) et une résolution axiale en dessous de la longueur d’onde. Pour réaliser du
TIRFM avec une «configuration à travers l’objectif», on utilise un objectif à grande ouverture
numérique (Olympus TIRFM, 60×, NA=1,45). Afin de conserver l’aspect plein champ pour
les mesures de durée de vie de fluorescence (FLIM) dans le domaine temporel, nous utilisons
un intensificateur ultrarapide (Kentech Ltd). Grâce à cette approche, on peut choisir la taille,
le nombre des «portes» temporelles et l’algorithme le plus adapté pour échantillonner le
déclin de fluorescence, suivant la durée de vie de fluorescence attendue et le niveau de signal.
Le temps d’acquisition, paramètre fondamental dans le suivi de processus dynamiques, peut
ainsi être considérablement réduit (~< 1s pour une image FLIM). Afin d’exciter une large
gamme de fluorophore, nous utilisons une source picoseconde supercontinuum ayant un large
spectre visible (430-800nm) et une cadence de 15MHz (Fianium SC450) [2].
Notre montage est actuellement dédié à l’étude du précurseur du peptide amyloïde APP
(Amyloid Peptide Precursor), une protéine transmembranaire impliquée dans la maladie
d’Alzheimer. Par l’intermédiaire du FRET, nous étudions l’homodimérisation de cette
protéine ou son hétérodimérisation avec une enzyme de clivage (BACE) sous l’influence du
cholestérol intracellulaire. Les résultats obtenus sur cellules HEK 293 seront détaillés ainsi
que les premières mesures sur neurones.
[1] D. Axelrod, “Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy in Cell Biology”, Traffic 2, 764-774 (2001)
[2] P. Blandin et al. “Time-gated total internal reflection fluorescence microscopy with a supercontinuum
excitation source”, App. Opt. 48 (2) 553-559 (2009)
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The laser Doppler technique, which consists of measuring frequency broadening of
dynamically scattered light [1] from the analysis of its temporal fluctuations, was first applied
to biological models to assess blood flow in vivo more than 30 years ago [2]. But the major
weakness of this approach is the lack of spatial and temporal resolution. An alternative
method to enable wide field optical imaging of motion contrasts relies on spatial fluctuations
analysis [3, 4, 5] of images taken under coherent illumination. We develop interferometric
schemes for optical Doppler spectroscopic imaging with cameras which are turned into
parallel heterodyne detectors [6]. Wide-field imaging of the Doppler spectrum of near infrared
laser light is achieved by interferometry with separate local oscillator and illumination beams.
High sensitivity heterodyne mixing with a CCD or CMOS array is enabled by a noise
rejection scheme involving both spatial and temporal modulation of the signal [7].
Observations of exposed mice cerebral cortex with near infrared laser light in reflection
configuration brings local motion contrasts and enables blood flow mapping, in vivo. The
scattered optical field is mixed with a frequency-shifted local oscillator field, split-off from
the main laser beam, to enable tunable detection of the Doppler spectrum [8]. Superficial
microvascular hemodynamics imaging down to capillaries is achieved. Our approach enables
optical Doppler spectrum assessment in vivo in low light conditions. It is potentially suited to
the design of non invasive wide field microrheology screening tools.
References
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Developments in the fields of microscopy, imagery and nanotechnology has contributed relevantly in
the progress of biological investigations capabilities as well as in medical diagnostics techniques.
Studying properties and characteristics of new compositions, cells and tissues in three dimensions has
been facilitated with the development of new microscopy techniques and the associated markers. In
cell imaging, the use of nobel metals labels have
gained wide advantage in comparison with other biological markers due to their unique
optical properties. Potential for the use of Gold nanoparticles as cellular markers for the
detection of live oral cancer cells has been previously demonstrated [1]. This paper presents
a new heterodyne holography-based live cell imaging technique using subwavelength-sized Gold
particles as biomarkers. Heterodyne holographic microscopy can be used in 3D
imaging of Gold nanoparticles [2], with shot noise limited sensitivity [3]. The technique
presented in this paper is used to image 3T3 mouse fibroblasts labeled with 40 nm functionalized Gold
particles.

Figure 2: Experimental Setup
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Abstract
Multiphoton excitation has recently found application in the fields of bioimaging,
photoactivation and lithography. In order to fully exploit the advantage of the axial resolution
due to the nonlinear excitation, most systems to date operate by scanning either the laser beam
or the sample to generate the illumination pattern. However, scanning can be proved timeconsuming for applications requiring uniform excitation of large areas over short time scales.
Here, we present a new, scanning-less method to generate arbitrary shaped, depth resolved
excitation patterns by combining the recently introduced technique of temporal focusing with
recent advances in holographic patterned illumination. A liquid crystal spatial light modulator
(LC-SLM) is used to control lateral extension of the excitation spot. A dispersive optical
element inserted at the Fourier plane of the LC-SLM is used to control the axial resolution.
We present an experimental and theoretical analysis of the effect of spatial phase patterning
on the depth resolution achieved in temporal focusing microscopy and we show that an axial
confinement of about 5µm (i.e. comparable to line scanning two-photon excitation) is reached,
independently on the lateral extension of the excitation spot. The theoretical analysis revealed
that although pure amplitude modulation and flat wave-front would lead to a better axial
confinement, the use of a holographic wave-front only slightly deteriorates the axial
resolution even for the limiting case of a random phase. By introducing this method, we
devise new schemes for optimal illumination using temporally focused excitation.
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Nous avons démontré récemment que la microscopie par Génération de Second
Harmonique (SHG) est un outil efficace pour mesurer la sévérité de fibroses collagéniques [1].
Néanmoins, nous nous sommes limités à des scores phénoménologiques car la relation entre
le contenu en collagène et le signal SHG est très complexe. Un travail théorique est donc
nécessaire pour mesurer plus précisément la quantité et l’organisation du collagène dans les
tissus biologiques à partir des images SHG.
Les bases théoriques de la SHG ont été essentiellement développées pour le doublage de
fréquence des lasers dans des cristaux. Ce cadre théorique ne peut pas s’appliquer à la
microscopie SHG puisque celle-ci concerne des distributions hétérogènes d’harmonophores
en régime fortement focalisé. Pour tenir compte de ces 2 spécificités, le signal SHG
d’échantillons biologiques a été simulé en sommant toutes les contributions d’unités
infinitésimales dans le volume focal [2, 3, 4]. Si cette approche est précise et explique en
partie les données expérimentales, elle est lente et peu adaptée à des arrangements
moléculaires complexes tels que les tissus collagéniques.

Figure 1 : Simulation d’images SHG de tendon (a) Fibrilles de collagène utilisées pour
la simulation (blanc : x+, noir : x-) (b, c) Images SHG normalisées vers l’avant (b) et
vers l’arrière (c). Propagation suivant Z, excitation à 860 nm, objectif : 20x 0.9NA,
angle de collecte : 45° vers l’avant et l’arrière, taille des images : 10x10 µm².
Nous avons donc développé une nouvelle approche pour simuler les signaux SHG du
collagène. L’organisation spatiale de l’échantillon est décrite par sa transformée de Fourier
tridimensionnelle, par analogie avec les approches de diffraction de rayons X en
cristallographie. Cette technique est plus rapide que les simulations conventionnelles et
permet de mieux comprendre la relation entre la distribution tridimensionnelle des
harmonophores et le profil spatial du signal SHG. Son application à des systèmes modèles de
tendon produit des images proches de celles obtenues expérimentalement (cf fig.1), ce qui
semble confirmer que leur aspect provient de l’addition cohérente des signaux de fibrilles
submicrométriques non résolues par le microscope.
[1] M. Strupler et al, J. Biomed. Optics 13, 054041 (2008)
[2] L. Moreaux et al, JOSA B, 17, 1685 (2000)
[3] R.M. Williams et al, Biophys. J. 88, 1377 (2005)
[4] A.C. Kwan et al., PNAS 105, 11370 (2008)
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Depuis 1993[1] et les premières synthèses de quantum dots en milieu colloïdaux ces
matériaux connaissent un développement extrêmement rapide. Ces nanoparticules de
semiconducteurs présentent des propriétés optiques et électroniques uniques utilisées en
biologie comme marqueurs fluorescents ou encore en optoélectroniques. Dans les quantum
dots le confinement électronique est suivant trois dimensions (3D). En 2000, une équipe a
réussi à synthétiser des nanorods de semiconducteurs[2] dont le confinement est limité à deux
dimensions (2D) et qui présentent de nouvelles propriétés comparées aux quantum dots
sphériques. En 2008 nous avons synthétisé pour la première fois des nanoplaquettes de
semiconducteurs CdSe[3] ; dans de tels objets le confinement quantique est quasiment limité à
une seule dimension (1D).
La synthèse de ces matériaux en solution ouvre de nouvelles perspectives. En effet,
jusqu’à présent les films de semiconducteurs étaient synthétisés par MOCVD (Metal Organic
Chemical Vapour Deposition) ou MBE (Molecular Beam Epitaxy), deux techniques coûteuses
et difficiles à mettre en œuvre,
Quatre populations de plaquettes ont été isolées, les maxima de leurs pics d’émission
se trouvent respectivement à 393nm, 462nm, 513nm et 550nm et la largeur à mi-hauteur de
leurs pics d’émission est inférieure à 10nm. Les épaisseurs de ces quatre populations sont
estimées à 1.62nm, 1.97nm, 2.25nm et 2.54nm, la différence d’épaisseur entre chaque
population est de l’ordre de 0.3nm ce que correspond à un demi paramètre de maille de CdSe
Zinc-Blende. L’épaisseur des plaquettes est donc définie à la monocouche atomique près.

1.

2.
3.

Murray, C.B., D.J. Norris, and M.G. Bawendi, Synthesis and Characterization of
Nearly Monodisperse Cde (E = S, Se, Te) Semiconductor Nanocrystallites. Journal of
the American Chemical Society, 1993. 115(19): p. 8706-8715.
Peng, X.G., et al., Shape control of CdSe nanocrystals. Nature, 2000. 404(6773): p.
59-61.
Ithurria, S. and B. Dubertret, Quasi 2D Colloidal CdSe Platelets with Thicknesses
Controlled at the Atomic Level. Journal of the American Chemical Society, 2008.
130(49): p. 16504-16505.
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Colloidal nanocrystal quantum dots (QDs) consist of an inorganic nanoparticle core surrounded by a
layer of organic ligands. Since their discovery, intensive studies have been carried out suggesting great
potential for applications in electronic material science and more recently in biology. 3 Indeed, the
development of sensitive and specific probes that circumvent the intrinsic limitations of fluorogenic
organic dyes is of considerable interest in many fields of research from molecular and cellular biology
to medical imaging and diagnosis.4
Semiconductor nanocrystals have thus received considerable attention thanks to their unique optical
properties which include high quantum yield, large molar extinction coefficient, tunable fluorescence
emission, and photostability.5 Hydrophilic QDs have already been conjugated to biomolecules such as
peptides, antibodies, nucleic acids, or small ligands for applications as targeted fluorescent labels. 6
Applications QDs in biology are increasingly widespread, giving a new impetus to this nano-material.
Control over the photophysical and chemical properties of QDs require an extensive understanding of
these properties, of their advantages and limitations. This knowledge allows the optimization of the
coating and material composition to obtain the most reliable and reproducible results during biological
experiments. Synthesis and use of nanocrystals in biology is still under development and generally
limited to a specialized audience.
Nowadays, QD synthesis is better understood and allows better control over the QD photophysical
properties. For example, reduction in the blinking rate of colloidal QDs has been recently
demonstrated in QDs with thick crystalline shell7. A second crucial point for QD performance resides
in the surface chemistry responsible for water solubility and functionalization. Two general strategies
are used to make QDs soluble in water: ligand exchange on QD surface, 8 and encapsulation of QDs
within amphiphilic molecular assemblies.9,10 The preparation of controlled and stable hydrophilic QDs
is still a major challenge. This first step determines bioconjugate formation, controls the size, the
robustness and quantum efficiency of the future biological probe.
We will present the preparation and characterization of functionalized phospholipid QD micelles. This
technique consists in incorporating hydrophobic QDs into amphiphilic phospholipid micelles. The
hydrophobic chains interdigitate with the QD hydrophobic ligands and the hydrophilic part of the lipid
ensures water solubility. We will show details about quantum dot micelles characterization and
procedures for obtaining stable bio-conjugated QDs in aqueous buffers. We will present techniques for
QD purification, encapsulation, and their effect on the QD optical properties. For the first time to our
knowledge, we will present a full characterization of QD micelles in aqueous medium using cryogenic
electron microscopy.
3 Medintz, I. L.; Uyeda, H. T.; Goldman, E. R.; Mattoussi, H. Nat. Mater.2005, 4, 435-446.
4 (a) Alivisatos, P. Nat. Biotechnol. 2004, 22, 47–52. (b) Giepmans, B. N. G.; Adams, S. R.; Ellisman, M. H.;
Tsien, R. Y. Science 2006, 312, 217–224.
5 (a) Murray, C. B.; Norris, D. J.; Bawendi, M. G. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 8706–8715. (b) Hines, M. A.;
Guyot-Sionnest, P. J. Phys. Chem. 1996, 100, 468–471.
6 (a) Michalet, X.; Pinaud, F. F.; Bentolila, L. A.; Tsay, J. M.; Doose, S.; Li, J. J.; Sundaresan, G.; Wu, A. M.;
Gambhir, S. S.; Weiss, S. Science 2005, 307, 538–544. (b) Kim, J.; Park, H.-Y.; Kim, J.; Ryu, J.; Kwon, D. O.;
Grailhe, R; Song, R. Chem. Commun. 2008, 1910–1913.
7 Mahler B, Spinicelli P, Buil S, Quelin X, Hermier JP, Dubertret B. Nat Mater. 2008 7, 659-664.
8 Uyeda, H. T.; Medintz, I. L.; Jaiswal, J. K.; Simon, S. M.; Mattoussi, H. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 38703878. Dubois, F.; Mahler, B.; Dubertret, B.; Doris, E.; Mioskowski, C. J. Am. Chem Soc. 2007, 129, 482-483.
9 (a) Petruska, M. A.; Bartko, A. P.; Klimov, V. I. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 714-715. Fan, H.; Leve, E. W.;
Scullin, C.; Gabaldon, J.; Tallant, D.; Bunge, C.; Boyle, T.; Wilson, M. C.; Brinker, C. J. Nano Lett. 2005, 5,
645-648. (b) Carion O, Mahler B, Pons T, Dubertret B. Nat Protoc. 2007, 2, 2383-2390.
10 Dubertret, B.; Skourides, P.; Norris, D. J.; Noireaux, V.; Brivanlou, A. H.; Libchaber, A. Science 2002, 298,
1759-1762
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Quantum dots (QDs) are semiconductor nanocrystals emerging as a new class of fluorescent
probes in bio-imaging. QDs have many advantages over conventional fluorophores, in
particular the high brightness and the resistance to photobleaching. Due to quantum
confinement effects, the QDs fluorescence wavelength is directly correlated to their size: the
smaller the QD, the higher the emission energy is. Because all QDs can be excited with only
one wavelength, multiple colors can be imaged simultaneously. To make QDs
“biocompatible” and water-soluble we use two different approaches that we will compare:
encapsulation into phospholipid micelles and ligands exchange with DHLA-PEG.
Most
biological
applications
of
QDs
require
their
introduction
(without aggregation) in living cells. We will compare two methods for introducing single
QDs into the cytoplasm of living cells: electroporation and pynocitosis. Remarkably, a
majority of the QDs remain single and diffuse freely even several days after introduction into
the cell. We expect that these two techniques, combined or used independently, will become
powerful tools for in vivo tracking of intracellular dynamics.
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La voie de signalisation impliquant le second messager AMPc et la protéine kinase A
(PKA) joue un rôle central dans les fonctions cérébrales en contrôlant la plasticité et
l’excitabilité des réseaux neuronaux. Cependant, de nombreuses questions subsistent sur la
dynamique spatiotemporelle et les effets de l’activation de cette cascade AMPc/PKA.
L’étude des processus de signalisation est aujourd’hui facilitée suite au développement de
nombreux variants spectraux de la protéine fluorescente GFP et à l’essor des sondes codées
génétiquement, utilisant le principe du FRET (Förster Resonance Energy Transfer). Ces
sondes sont constituées d’une paire de protéines fluorescentes, fusionnées aux extrémités d’un
domaine protéique dont la conformation change sous l’effet d’un événement cellulaire
spécifique. Le changement de conformation est alors directement détecté par les variations de
l’efficacité de FRET inhérentes aux changements de distance entre les fluorophores.
Nous présentons une modification de la sonde AKAR2 sensible à l’activité de la PKA,
constituée du couple classique de protéines CFP/YFP, et utilisée dans notre laboratoire pour
l’étude dynamique des signaux AMPc/PKA de neurones en tranches de cerveau par imagerie
ratiométrique. Les fluorophores CFP et YFP ont été respectivement remplacés par EGFP et
dark-YFP, une YFP mutée qui n’émet pas de fluorescence.
La sonde dark-AKAR ainsi obtenue bénéficie de nombreux avantages: (a) comparée à CFP,
EGFP présente une meilleure photostabilité, un rendement quantique plus élevé et s’utilise
dans une fenêtre spectrale qui génère moins d’autofluorescence; (b) la paire EGFP/dark-YFP
est caractérisée par un recouvrement spectral optimal pour le FRET; (c) la présence d’un seul
fluorophore permet une collection optimale de la fluorescence de EGFP sur toute sa gamme
spectrale d’émission, sans perte par filtrage. EGFP est par ailleurs parfaitement adaptée à une
utilisation en microscopie biphotonique, avec les possibilités d’imagerie en profondeur et à
haute résolution spatiale qu’apporte ce mode d’imagerie.
Les mesures réalisées sur la sonde dark-AKAR dans les neurones en tranches de cerveau ont
montré une excellente sensibilité de la sonde lors de l’activation de la PKA (variations
d’intensité de 40%). Grâce à la microscopie biphotonique, dark-AKAR a permis de
caractériser la dynamique des signaux AMPc/PKA dans les neurones du cortex au niveau
subcellulaire, dans le noyau, dans le cytosol, mais aussi dans les structures fines que
constituent les dendrites. La sensibilité de dark-AKAR associée aux performances de la
microscopie biphotonique permettra une étude fine de l’implication dans la cascade
AMPc/PKA des différents neuromodulateurs.

88

22 - LA MICROSCOPIE DE SECONDE HARMONIQUE COMME
OUTIL DE DIAGNOSTIC BIOMEDICAL
T. Guilbert1, C. Odin1, Y. Le Grand1, L. Gailhouste2, F. Ezan2, G. Baffet2, B. Turlin3, Y.
Desille4, D. Guyader4, H. J. Wang5, A. Listrat5
1

Institut de Physique de Rennes, UR1/UMR CNRS 6251, Université de Rennes 1, Campus de
Beaulieu, 35042 Rennes Cedex (thomas.guilbert@univ-rennes1.fr, christophe.odin@univrennes1.fr, yann.legrand@univ-rennes1.fr, Tel : 02 23 23 62 11, Fax: 02 23 23 67 17)
2
EA SeRAIC, IFR 140, Université de Rennes 1, Hôpital Pontchaillou, 2, Avenue du Pr. Léon
Bernard, 35043 Rennes Cedex (luc.gailhouste@univ-rennes1.fr, georges.baffet@univrennes1.fr, Tel: 02 23 23 46 20, Fax: 02 23 23 47 94)
3
Département d'anatomopathologie, Hôpital Pontchaillou, 2 Rue Henri le Guilloux, 35033
Rennes Cedex (Bruno.Turlin@chu-rennes.fr, Tel: 02 23 23 47 64, Fax: 02 99 28 41 12)
4
Service des maladies du foie, Hôpital Pontchaillou, 2 Rue Henri le Guilloux, 35033 Rennes
Cedex (Dominique.Guyader@univ-rennes1.fr, Tel: 02 99 28 42 97, Fax: 02 99 28 41 12)
5
Unité de Recherche sur les Herbivores, INRA Clermont-Ferrand-Theix, 63122 Saint-GenesChampanelle (anne.listrat@clermont.inra.fr, Tel: 04 73 62 41 05, Fax: 04 73 62 46 39)
Le collagène et la myosine comptent parmi les protéines fibrillaires les plus abondantes chez
les vertébrés. Le collagène extracellulaire a un rôle structural fondamental au niveau du tissu
conjonctif alors que la myosine est au cœur du mécanisme de contraction musculaire. Toute
anomalie impliquant ces protéines peut avoir des conséquences organiques graves. En outre
ces protéines endogènes possèdent une susceptibilité non-linéaire quadratique telle qu’il est
possible de les imager de façon spécifique au sein des tissus par microscopie de seconde
harmonique, sans marquage préalable. Deux applications biomédicales de cette technique sont
présentées ici. La première concerne la mise au point d’une méthode de mesure standardisée
d'évaluation de la fibrose hépatique humaine par quantification du collagène fibrillaire à partir
de pièces opératoires et de biopsies. L’étude, qui a porté sur 119 patients fibrotiques atteints à
des stades divers, a montré que notre méthode est concurrentielle du test Metavir qui est
couramment pratiqué par les anatomopathologistes et considéré comme la méthode standard.
La seconde application concerne la myosine et le domaine agroalimentaire. Nous avons
cherché à savoir s’il existe une relation entre la tendreté des muscles de bovins et les
paramètres dimensionnels des fibres musculaires à l’échelle du sarcomère (taille, période,
organisation spatiale…). Pour cela nous avons développé des outils d’analyse d’image basés
sur la transformée de Fourier à deux dimensions. On donne ici quelques résultats
préliminaires.
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Background: Photodynamic therapy (PDT) requires a combination of photosensitizer (PS),
light and oxygen to produce cytotoxic species. The tumor vasculature and neoplastic cells in
the parenchyma are two potential targets of PDT. The distribution of PS in different
compartments can be adjusted by changing the interval between the administration of drugs
and irradiation (DLI). The efficiency of PDT is closely correlated with the distribution of PS
in each compartment at the time of treatment.
Objective: The objective of this work is to determine the Foslip® localization kinetics within
the
tumor
then
correlate
this
localization
to the
treatment
efficacy.
Method: The model used was a xenografted nude mice (EMT6 cells). The PS intra-tumor
localization has been achieved by two-photon laser scanning confocal microscope (TPLSCM).
The evaluation of the efficiency of PDT was performed by measuring tumor regrowth after
treatment.
Results: TPLSCM enables the ex-vivo localization of PS in the tumor. A localization kinetic
was made from 15 min to 24 h after injection. For short intervals of 15 minutes and 1 hour ,
the photosensitiser was strictly confined to the vessels. For 3 hours DLI, the drug fluorescence
starts to diffuse into the nearby tissues. mTHPC fluorescence distribution pattern at six hours
after administration was characterized by its localization in tumour and endothelial cells. For
15 and 24 h post injection, the fluorescence arises from the tumour cells and is most
pronounced at a remote distance from the vessels. The best PDT efficiency was obtained for
DLI of 6 hours, time for which the localization of PS is clearly seen in tumor and endothelial
cells. This highlights the destruction of tumors by Foslip®-PDT by a combination of direct
effect on cancer cells and by a vascular effect.
Conclusion: These results demonstrates the significance of the spatial and temporal
intratumor distribution of PDT so that better informed clinical protocols can be initiated. The
two photon confocal fluorescence imaging technique used here provides an excellent tool to
study the intratumor distribution of not only other PS but also of chemotherapy agents, which
share common physiological barriers in their transport from the vessels through the
extravascular space to reach the tumor cells.
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Nous avons montré que la microscopie par Génération de Second Harmonique (SHG)
permet d’imager de manière spécifique et sensible le collagène fibrillaire [1]. Cette technique
ne nécessite ni coloration ni préparation spécifique du tissu, ce qui assure une bonne
reproductibilité des mesures et la compatibilité avec d’autres techniques d'imagerie
multiphotonique, notamment la fluorescence excitée à deux photons. Il s’agit donc d’une
technique de choix pour étudier l’accumulation pathologique de collagène fibrillaire suite à
une agression tissulaire. Nous nous sommes focalisés sur les fibroses rénales, le plus souvent
consécutives à une hypertension ou un diabète et de ce fait d’une forte prévalence dans les
pays développés. Ces fibroses posent également un défi thérapeutique lorsqu’elles sont
consécutives aux néphropathies chroniques d’allogreffe et conduisent progressivement à la
perte fonctionnelle des greffons rénaux.
Nous avons tout d’abord étudié des modèles murins de fibrose rénale et proposé des index
quantitatifs de fibrose basés sur une analyse phénoménologique des images SHG [1, 2]. La
sensibilité et la reproductibilité de ces index nous ont permis de mettre en évidence le rôle
péjoratif de la transglutaminase tissulaire (TG2) dans la progression d’un modèle de fibrose
hypertensive. Cette enzyme d’assemblage du collagène pourrait donc constituer une cible
thérapeutique. Nous avons aussi montré qu’il existe une continuité entre les fibres de
collagène interstitielles péritubulaires, périglomérulaires et périvasculaires, et ce, dans des
modèles expérimentaux aux mécanismes variés : modèle de fibrose hypertensive induite par
l’Angiotensine II, modèle de fibrose inflammatoire (glomérulonéphrite rapidement
progressive) ou obstruction unilatérale de l’uretère. L’organisation tridimensionnelle de la
fibrose interstitielle semble ainsi déterminée par des mécanismes assez généraux.
Enfin, nous avons imagé des biopsies humaines de greffons rénaux. En effet, il est
important de caractériser de manière reproductible la fibrose interstitielle dans les
néphropathies chroniques d’allogreffe. Nous avons comparé nos images SHG à des images de
coupes colorées au trichrome de Masson analysées par un algorithme de quantification
automatique [3]. Des résultats préliminaires montrent que la microscopie SHG est
complémentaire de cette technique histologique plus conventionnelle.
[1] M. Strupler, A.-M. Pena, M. Hernest, P.-L. Tharaux, J.-L. Martin, E. Beaurepaire, M.-C.
Schanne-Klein, Opt. Express 15, 4054-4065 (2007)
[2] M. Strupler, M. Hernest, C. Fligny, J.-L. Martin, P.-L. Tharaux and M.-C. Schanne-Klein,
Journal of Biomedical Optics 13, 054041 (2008)
[3] Servais, A., Meas-Yedid, V., Buchler, M., Morelon, E., Olivo-Marin, J.- C., Lebranchu, Y.,
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During the past ten years, multiphoton microscopy has shown a powerful potential for
biomedical in vivo and ex vivo analysis of tissue sections and explants. Many studies were
carried out on animal organs including brain, arteries, lungs and kidneys. One of the current
challenges is to transfer to the clinic the knowledge and the methods developed in the labs at
the preclinical level. For tumour staging, physicians often remove the lymph nodes that are
localized at the proximity of the lesion. For breast cancer or in melanoma, sentinel lymph
node protocol is performed which requires by pathologists to randomly realize an extensive
sampling of formol fixed nodes. The aim of our study was to determine if multiphoton
microscopy would enable the imaging of the lymph nodes on important depths with or
without exogenous stains. Experiments were first conducted on pig lymph nodes in order to
test various dyes and to determine the best protocol. In a second time, we have performed the
same experiments on thin slices of human lymph nodes bearing metastatic melanoma cells. It
was possible to obtain good contrast images with endofluorescence and with dyes such as
Sulforhodamine B and with Second-Harmonic Generation imaging (SHG) up to 120µm
below the surface of the lymph nodes. Each image can be acquired in less than a second and
the preparation and staining of the lymph nodes can be performed in less than half an hour; it
could enable a faster diagnosis with higher efficiency for the patient.. First results have shown
that a good contrast between tumour and healthy cells can be obtained. Experiments on
thicker human lymph nodes are currently underway in order to validate the results obtained on
pigs.
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colorectal : premier prototype et test sur fantôme
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Bien que l’endoscopie soit actuellement la technique la plus fiable pour le diagnostic du
cancer colorectal, on déplore plus de 600 000 morts chaque année dans le monde pour
1,2 millions de cas diagnostiqués. Dans la majorité des cas de cancer colorectal le diagnostic
ou dépistage à un stade précoce est difficile par endoscopie conventionnelle, du fait de
l’absence de défaut morphologique évocateur sur la paroi. Ainsi, diverses techniques telles
l’endoscopie confocale, l’imagerie à bandes spectrales étroites, l’OCT et l’autofluorescence
sont développées pour tenter de palier les insuffisances de l’endoscopie conventionnelle et à
long terme permettre une biopsie optique en temps réel.
En accord avec ces développements nous proposons une nouvelle technique bimodale
couplant l’IRM à haute résolution spatiale à l’imagerie spectroscopique dans une sonde
endoluminale unique, l’IRM permettant le recueil de données morphologiques et la modalité
optique permettant le recueil de données d’ordre biochimique.

Figure 1. Premier prototype de la sonde IRM-optique conçu

Pour une première approche un prototype macroscopique (diamètre externe de 9mm) de la
sonde a été conçu (figure 1). Après validation technique de chaque modalité séparément, une
première manipulation a été réalisée dans une IRM clinique de 1,5 T Un kiwi a été utilisé
comme fantôme organique; on peut d’une part distinguer nettement à l’IRM (pixel de
~150µm) différentes structures composant la chaire du fruit et d’autre part le spectre de
fluorescence dans le rouge après éclairement au moyen d’une source laser à 405 nm. (Figure
2).

Figure 2. (a) Spectre de fluorescence du kiwi avec des pics caractéristiques à 686 nm et 748 nm. (b) Image axiale du kiwi réalisé avec le
capteur endoluminal et permettant de voir les détails structurels.

Ces résultats permettent une première validation de notre prototype. Des études quantitatives
de reproductibilité doivent maintenant être menées sur différents fantômes mettant en jeu
d’autres fluorophores. Un prototype de plus petite dimension (6 mm de diamètre externe) est
déjà en développement pour une utilisation sur le moyen et gros animal.
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27 - Mise au point d’une technique de biopsie optique peu invasive
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Résumé
Les techniques d’imagerie médicale actuellement utilisées pour diagnostiquer une lésion
cancéreuse du sein in vivo (mammographie, échographie) permettent de détecter des
« nodules suspects » mais pas toujours d’en identifier la nature. En cas de doute, une biopsie
est alors nécessaire, elle est en suite analysée avec le microscope. Afin de réduire le nombre
de ces procédures invasives, nous développons une nouvelle méthode optique pour le
diagnostic des tumeurs du sein qui repose sur l'excitation de l’autofluorescence tissulaire à
405 nm via une fibre optique incluse dans une aiguille jetable de petit diamètre (< 1 mm).
L’aiguille sera introduite au cœur du tissu suspect par le praticien qui suivra sa progression
par échographie et obtiendra ainsi en temps réel une caractérisation en profondeur de la nature
des tissus.
Nous avons discriminé entre les zones saines et tumorales en étudiant les prélèvements de 5
patientes. Nous avons observé une forte intensité de fluorescence et un systématique décalage
d’environ 15nm vers le rouge pour les zones tumorales en comparant avec celles qui sont
saines.
Ces résultats sont validés comme une signature spectrale avec la microscopie confocal.
Nos recherches devraient permettre d’obtenir un prototype de diagnostic in vivo de cancer du
sein, qui réduise sensiblement les biopsies réalisées sur les patientes, et le coût traumatique,
opératoire et financier.
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Nous présentons des nouveaux protocoles et des nouvelles méthodologies d’imagerie
fonctionnelle pour la neurophotonique et la NEURO-ENERGETIQUE chez le petit
animal (mammifère et oiseau).
Récupérer des informations dans un volume cérébral par des voies optiques est réalisable
suivant trois voies :
Méthode 1 : « ouvrir » le volume par micro-endoscopie à confocalité fixe ou par microcapteur en insérant une fibre optique dans le tissu cérébral avec analyse de spectroscopie
résolue en temps de fluorescence du NADH neuronale et glial et des flavines chez l’animal
freely moving ou de divers chromophores (TRES : Time-Resolved Emission Spectroscopy).
Méthode 2 : Sonder sans ouvrir : les techniques DOT (Diffuse Optical Tomography)
avec analyse de la spectroscopie des hémoglobines et résolution du temps de vol picoseconde
(2mm/(10ps)) ou avec topographie et résolution du temps de vol (TRAS :Time-Resolved
Absorption Spectroscopy)
Méthode 3 : Sonder sans ouvrir le tissu en affinant l’os cranien ou sur la dure-mère.
On effectue des coupes optiques par microscopie/tomographie avec différents modes de
confocalité multiphotonique (2photons, SHG…).

Nous présenterons de nombreuses applications orientées vers la mesure et la quantification
des métabolismes énergétiques cérébraux.
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Sujet : L’utilisation de lasers à impulsions ultra-brèves est très répandue en chirurgie
réfractive, mais demeure délicate pour les coupes en profondeur des cornées présentant des
œdèmes ou autres pathologies rendant le tissu optiquement diffusant. Par contre c’est
justement ce type de pathologies qui représente la plupart des indications pour la greffe. Il est
possible de réduire l’influence de la diffusion optique par un choix mieux adapté de la
longueur du laser. Ceci nécessite le développement de nouvelles sources ainsi que des études
détaillées de l’interaction laser-tissu aux longueurs d’onde choisies.
Méthode : La diffusion optique dans la cornée décroit avec la longueur d’onde. Néanmoins,
l’eau et d’autres composants constituant le tissu présentent des fortes bandes d’absorption
dans l’infrarouge. Afin de pratiquer une découpe laser en profondeur il s’avère avantageux
d’utiliser la fenêtre de transparence optique centrée vers 1,6-1,7µm où l’absorption du tissu
est relativement faible et la diffusion optique est fortement réduite par rapport aux longueurs
d’onde habituellement utilisées : l’augmentation de l’absorption n’affecte pas le front d’onde,
et l’atténuation de l’énergie est compensée par une baisse de la diffusion.
Résultats : Plusieurs nouvelles sources laser sont en développement. Différentes séries
d’expériences de découpes ont été pratiquées utilisant un système d’amplification optique
paramétrique accordable entre 1,2 et 2,4 µm, basé sur une nouvelle combinaison de cristaux
optique : du β-BaB2O4 pour le premier étage d’amplification et du BiB3O6 pour le deuxième.
Les incisions ainsi obtenues ont été étudiées par histologie et microscopie électronique en
transmission. Les résultats sont comparés avec d’autres découpes réalisées aux longueurs
d’onde standards des lasers utilisés en chirurgie réfractive (0,800 et 1 µm). Nous avons pu
démontrer la possibilité d’utiliser une longueur d’onde autour de 1,6 µm pour réaliser la
kératoplastie en profondeur dans des cornées présentant diverses pathologies affectant leur
transparence.
Conclusion et perspectives : Le principe de l’amélioration de la performance de systèmes
laser chirurgicaux en utilisant des longueurs d’onde décalées vers le proche infrarouge a été
validé. Nous travaillons actuellement sur l’intégration d’une optique adaptative au système et
sur le développement de sources compactes aux longueurs d’onde les mieux adaptées.
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La microspectroscopie Raman est une technique de biophotonique innovante permettant une
caractérisation à l’échelle de la cellule vivante isolée. Cette méthode permet aussi bien l’étude
de certains mécanismes cellulaires en approche fondamentale, que la caractérisation de
cellules ex vivo ou in situ en approche biomédicale.
En Europe et aux Etats-Unis, l’incidence du mélanome est en constante augmentation : elle
double tous les dix ans depuis trois décennies. Le mélanome représente aujourd’hui 7000
nouveaux cas par an en France métropolitaine. La progression tumorale se fait généralement
en deux phases : une phase de croissance latérale épidermique suivie d’une phase de
croissance verticale dans le derme aboutissant à la formation de métastases. Certains
mélanomes, à fort potentiel invasif, sont plus agressifs et sont de plus mauvais pronostic.
L’étude in vitro de lignées de mélanome de potentiel invasif différent met en évidence des
comportements d’invasion tumorale variants.
Notre objectif est d’étudier par microspectroscopie Raman les mécanismes d’invasion des
cellules de mélanome sur des matrices de collagène, mimant la matrice extracellulaire. Pour
cela nous allons comparer deux types de lignées cellulaires de mélanome : les MeWo peu
invasives et les SK-MEL-28 plus invasives. Pour chaque type, des marqueurs
spectroscopiques liés à la progression tridimensionnelle des cellules de mélanome seront
déterminés à la fois au niveau des cellules et du collagène environnant. Ces marqueurs
pourront être utilisés à des fins diagnostiques et également en vue du développement de
nouvelles cibles thérapeutiques.
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Durant les dernières années, les techniques spectroscopiques se sont développées pour le
diagnostic médical. Même si des informations spectrales ont été obtenues à partir de
populations cellulaires, il est important d’avoir accès à l’information de cellules uniques
vivantes de manière à appréhender leurs fonctions biologiques et leurs interactions avec le
microenvironnement cellulaire. Très peu d’études ont pris en compte l’intégrité cellulaire ; en
effet, la majorité des analyses par spectroscopies s’effectuent sur cellules fixées ou séchées.
Notre étude a pour but de tester différents supports optiques et de sélectionner celui qui d’une
part préserve le mieux la viabilité cellulaire et d’autre part permette la mesure de spectres
Raman au niveau de la cellule vivante unique. La croissance et la morphologie des cellules de
la lignée humaine de cancer de poumon Calu-1 ont été étudiées sur différents substrats
optiques par microscopie à contraste de phase, incorporation BrdU pour l’index mitotique, et
par vidéomicroscopie. Les spectres de cellules uniques vivantes ont été enregistrés en utilisant
un objectif à immersion à eau 100X monté sur un microspectromètre Raman (Lab-Ram,
Horiba Jobin Yvon) équipé d’un laser à 785nm.
Nos résultats montrent que le quartz et le CaF2 donnent le meilleur compromis étant donné
que le taux de croissance et la morphologie cellulaire sont similaires aux conditions de
croissance sur plastique, substrat classique de culture cellulaire. Les deux substrats présentent
un faible signal Raman, contrairement au ZnSe. En se basant sur ces résultats, le quartz a été
choisi comme support optique pour notre étude. Des spectres issus de compartiments
subcellulaires tels que le noyau et le cytoplasme ont donc été enregistrés. De plus, leur
composition moléculaire a pu être caractérisée et leur signaux Raman respectifs discriminés
par analyse statistique multivariée. Nous discutons dans cette étude les résultats obtenus sur
des cellules uniques vivantes et les conséquences d’une telle approche pour l’imagerie
spectrale Raman et le suivi de l’interaction cellule-médicament (Financé par le Conseil
Régional de Champagne-Ardenne, Maxime Hanss Prize, BBSRC-Alliance Française, 2006 et
la Ligue contre le Cancer, Comité de la Marne)
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Actuellement, la chimiothérapie est omniprésente dans le traitement des cancers que
ce soit en traitement curatif, en néoadjuvant, en traitement post-opératoire pour limiter les
risques de récidive ou en traitement combiné avec la radiothérapie. L’éventuelle résistance
innée ou acquise au cours du traitement (multidrug resistance ou MDR) est l’obstacle majeur
la chimiothérapie antitumorale. En effet l’apparition d’une MDR retarde la prise en charge
efficace des malades et minimise ainsi leurs chances de rémission [1]. La mise au point d’un
test non contraignant, peu coûteux et permettant d’évaluer rapidement l’efficacité du futur
traitement chez le malade, représente un enjeu majeur de la thérapie anticancéreuse.
Dans ce contexte, nous avons récemment mis en place un protocole permettant de
déceler en amont du traitement une éventuelle résistance au M-VAC, la chimiothérapie
combinée la plus couramment prescrite en deuxième intention dans le cas des cancers de la
vessie [2]. Il s’agit d’un traitement associant quatre molécules: le methotrexate, la vinblastine,
l’adriamycine et le cis-platine, pour lequel 30 % des patients montrent une résistance primaire
ou acquise à l’un ou plusieurs de ces molécules [3]. L’étude des propiétés photophysiques du
M-VAC en solution, a montré que consécutivement à une excitation visible (> 450 nm) il
était possible de mesurer l’émission de fluorescence de l’adriamycine. Quatre lignées
cellulaires ont été utilisées pour tester l’efficacité du M-VAC: une lignée cancéreuse sensible
aux agents antitumoraux “Massachusetts General Hospital urothelial 1 sensitive”, son pendant
résistant, ainsi qu’une lignée non cancéreuse issue de tissu sain de l’uretère SV-HUC-1 et son
pendant tumoral, MC-SV-HUC T-2. Les résultats de cette étude ont mis en évidence une
cinétique de pénétration et de localisation du M-VAC ainsi qu’une signature spectrale de
fluorescence différenciées entre cellules sensibles et tumorales. Ce résultat a déjà été confirmé
cliniquement.
1) N. Kartner, V. Ling, Sci Am 260 (1989), 26-33
2) A. Deniset-Besseau & al, article en préparation
3) C.N. Sternberg & al, J. Urology 139 (1988), 461-465
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Comprendre et objectiver ce que perçoit un individu est devenu essentiel pour améliorer le confort
humain lors de sollicitations climatiques.
Le Centre Scientifique Technique du Bâtiment (CSTB) de Nantes, qui est spécialiste dans l’étude des
impacts du climat, se penche sur la compréhension de la notion de « perception » et plus
spécifiquement sur les processus du système de thermorégulation et du système sensoriel. Une
démarche pluridisciplinaire regroupant des compétences en biophysique de la peau, en neuroscience,
en thermique, en physiologie, en psychosensoriel a alors été adoptée…
Le premier objectif de l’étude est d’analyser l’évolution de certains paramètres cutanés (température
de peau, perte en eau, hydratation ou autres) lors de sollicitations climatiques (froid sec, chaleur
humide…) et de corréler ces évolutions avec le ressenti déclaré (grâce à des questionnaires portant,
pour le moment, sur la sensation thermique).
Le premier paramètre cutané qui a été étudié est la température du visage par région. L’imagerie
optique et plus particulièrement la thermographie IR permet de mesurer ce paramètre de façon non
invasive et sans contact.
Un protocole a été mis en place afin d’utiliser la caméra thermique (Thermacam A20 M de Flir
System) dans des conditions non standardisées (lors de transition d’ambiance, dans des ambiances
extérieures) tout en limitant les facteurs qui augmentent l’incertitude de mesure.
Il a, d’ailleurs, été entrepris de mettre en place, dans les semaines à venir, un banc pour mesurer
l’émissivité11 (rapport entre l’émission du corps réel et celle du corps noir) de la peau. En effet, celleci peut varier de 0.945 à 0.98 suivant l’état de surface, l’hydratation, l’angle d’observation (…) et peut
provoquer une erreur de mesure de température de 0.6°C 12. Ainsi nous déterminerons s’il est vraiment
pertinent de fixer une valeur constante à l’émissivité de la peau lorsque l’on mesure la température de
peau par imagerie IR.
Nos premières expérimentations ont été réalisées en ambiance contrôlée dans la soufflerie climatique
Jules Verne du CSTB sur une dizaine de sujets sains. Ces essais ont montré que les températures
locales du visage sont corrélées avec la sensation thermique globale. Concernant les mesures de Perte
Insensible en Eau (PIE), nous restons prudents par rapport à leur exploitation car beaucoup
d’interrogations subsistent sur la pertinence de la mesure.
Dans le futur, nous souhaiterions introduire la mesure d’autres paramètres cutanés tels que le flux
sanguin, le pH, le relief cutané(…) et nous pensons que de continuer à utiliser l’imagerie optique (avec
la fluxmétrie par laser doppler par exemple) pourrait être particulièrement intéressant pour faire
avancer notre projet.
Les données que nous obtiendrons sur l’objectivation de la perception pourraient aussi être très utiles
au diagnostic médical pour évaluer des pathologies touchant la thermorégulation ou le système
nerveux et qui ont donc une répercussion directe sur la perception.

1

Philippe Hervé. « Mesure de l’émissivité thermique ». Techniques de l’ingénieur, sept 2005.

2

Diakides, N. A. (2006). Infrared Imaging. Medical devices and systems. J. D. Bronzino, CRC Press.
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Une des étapes critiques en Fécondation In Vitro (FIV) est la sélection des meilleurs ovocytes
destinés à la fertilisation. Actuellement, cette sélection se fait visuellement au microscope par
le praticien et est ainsi subjective. Nous proposons ici une méthode objective de qualification
de la maturité des ovocytes (essentiellement stades métaphase I (immatures) et métaphase II
(matures)) basée sur l’utilisation de la Transformée de Karhunen-Loeve (TKL), utilisée
généralement en traitement d’images pour la reconnaissance de visages. La TKL repose sur
l’analyse de la matrice de corrélation d’une base d’images (12 dans notre cas) et la
décomposition de cette dernière sur ses vecteurs propres (12 canaux) et ses valeurs propres
(pourcentages d’information dans les canaux). On peut préciser que l’information commune à
beaucoup des images de la base se retrouve dans les premiers canaux alors que celle attachée
à une ou deux images dans les derniers. L’idée générale utilisée ici est d’utiliser une base de
12 images d’ovocytes dont le stade de maturité est connu et d’appliquer la TKL. Ensuite, une
des images est retirée et remplacée par celle d’un ovocyte inconnu. Le travail a constitué à
examiner les évolutions des valeurs propres avant et après le remplacement d’une image. Il
s’est avéré qu’en traçant la valeur propre 10 en fonction de la valeur propre 8, l’espace ainsi
créé était divisée en deux parties distinctes, à savoir une demi-espace pour les métaphases I et
l’autre demi-espace pour les métaphases II ayant donné lieu à des grossesses. Il s’est avéré
qu’un prétraitement des images était nécessaire afin d’isoler l’information utile des images
initiales d’ovocytes. Il s’agissait en l’occurrence de repérer le centre des ovocytes, de localiser
le grand axe dû à l’ellipticité des cellules, de tourner l’image ainsi obtenue et enfin d’isoler le
cytoplasme. Ce traitement a pour but d’uniformiser les images dans la base de la TKL. Cette
dernière a ensuite été testée avec 24 ovocytes dont les stades de maturité étaient connus et
tous ces derniers ont répondu favorablement (classification correcte). Ensuite, nous l’avons
appliqué en aveugle sur 7 ovocytes dont nous ne connaissions pas a priori leur stade de
maturité et là aussi, les résultats ont été concluants. Enfin, nous avons utilisé la TKL en aide
au diagnostic directe, c’est-à-dire que nous avons testé 11 ovocytes qui ont été transférés chez
des patientes mais qui ne se sont pas implantés. Il s’est avéré que 7 ovocytes se sont retrouvés
dispersés dans le demi-espace des métaphases I, ce qui semble indiquer qu’au moment de la
fertilisation, ces ovocytes n’étaient en fait pas matures. Par contre, 4 ovocytes se sont localisés
dans le demi-espace des métaphases II avec grossesse, indiquant ainsi que la non-implantation
était due à un autre facteur que l’immaturité des ovocytes. L’étape suivante pourrait consister
après validation clinique sur un plus grand nombre d’ovocytes, d’élaborer une base de
données consultable par tous les centres de FIV afin que chacun puisse, avant fertilisation,
déterminer de façon objective le stade de maturité des gamètes femelles.
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Abstract
The chicken embryo’s chorioallantoic membrane (CAM) is widely used as an in vivo
model to study vascular effects induced by agents administrated topically or intravenously.
Hence the vascular plexus of this respiratory membrane has been used to study, among others,
phototoxic effects, and angiogenic as well as anti-angiogenic stimuli.
The main goal of this study was to develop and validate a quantitative image analysis and
processing method to characterize the capillary network of the CAM. The image acquisitions
were performed during the natural CAM vascularization development, i.e. between the days 7
and 13 (in-shell study) after fertilization. The potential of this approach was illustrated by the
topical deposition on the CAM of an anti-Vascular Endothelial Growth Factor (anti-VEGF,
Bevacizumab), this drug’s activity being quantified in terms of growth inhibition and
modification of the capillary plexus.
The vascularization was observed with an epi-fluorescence microscope equipped with a
sensitive scientific camera. The blood vessels were visualized by injecting intravenously a
fluorescing agent (fluorescein isothiocyanate-dextran; 20 kDa). In addition, the contrast
between the vessels and the extravascular space was enhanced by injecting india ink under the
membrane to absorb the autofluorescence produced by the underlying tissues. Fluorescence
images of the CAM vasculature were analyzed, and computed descriptors (number of
branching points/mm2, mean mesh area and its distribution) were extracted. Furthermore, for
comparison, a qualitative visual assessment of the vasculature was performed based on the
number and the size of the avascular zones.
Experimental results indicated the relevance of this model, and our image-processing
method, to study the growth of capillaries and its inhibition by Bevacizumab. In addition, we
demonstrated the good correlation existing between the quantitative evaluation of descriptors
and the visual grading.

Keywords: CAM model, quantitative image processing, capillary network, angiogenesis,
inhibitor, anti-VEGF, Bevacizumab, Avastin®
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We have developed a holographic photolysis microscope based on the use of a nematic
liquid crystal spatial light modulator (LC-SLM) [1]. The SLM permits modulating the wave
front of the excitation laser light (=405nm, CW) used for photolysis excitation. This system
is capable of generating excitation spots of variable size and number, and illumination
patterns shaped to precisely match fine cellular processes. Combining holographic photoactivation with single cell electrophysiology, we used shaped illumination and simultaneous
multi spot illumination to elicit responses to photolysis of caged glutamate from different
types of neuronal cells in brain slices.
To precisely evaluate the photo-activation volume for different illumination patterns, we
designed an algorithm to calculate the excitation light distribution around the objective focal
plane. We found, and verified experimentally, that the use of holographic beams allows a
better optical confinement with respect to a focused Gaussian laser beam. The axial and
lateral intensity distribution of a holographic excitation spot reveals also that the pixilated
structure of the SLM induces small speckle-like intensity fluctuations throughout the beam.
In order to evaluate this point we simulated the diffusion of released neurotransmitters
during and after the pulsed laser light excitation. Based on the results of reference [2], we
observed that the temporal and spatial equilibration of concentration gradients within the
excitation volume dissipate on timescales much smaller than the rise times of the recorded
currents. This excludes an effect of the fluctuations on the excitation. Indeed, test
measurements in brain slices demonstrated the utility of our technique both for probing
receptor properties and signal processing of cells [1].
In conclusion, our theoretic and experimental results underline the possibility of precisely
controlling the excitation volume with a SLM. Our method opens the fields to adaptive
photo-activation techniques where the excitation volume can be rapidly tailored to the
experimental context.
1 C. Lutz., T. S. Otis, V. DeSars, S. Charpak, D. DiGregorio, V. Emiliani, Nature Methods,
5, 821-827 (2008).
2 T. S. Otis, Y. C. Wu, L. O;Trussell, J. Neurosci., 16, 1634-44 (1996).
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Stimulation of caged compounds has become a powerful tool for the study of the dynamic of
signalling processes in brain. To reproduce a variety of intra- and extracellular signaling
patterns, it is desirable to have as much flexibility as possible in the generation of light
patterns. Classically, this approach has been constrained by limitations of lens based and
point-scanning illumination systems. Recently, we have presented a novel microscope
configuration for patterned photolysis that incorporates a nematic liquid crystal spatial light
modulator (LC-SLM) to generate single photon holographic patterns. By the use of a
Gerchberg-Saxton based algorithm, we calculate the phase profile to produce illumination
spots of variable size and number and patterns shaped to precisely match user-defined
elements in a specimen. First use of this approach was made on single cell by coupling
holographic photololysis technique with electrophysiology [1].
Here, our objective is to couple holographic photolysis with calcium imaging to study
neuronal and glial cell interactions in the developing hippocampus until P10 by stimulating a
group of neurons with an ‘antishaping’ illumination pattern: the wave-front of the excitation
beam is modulated in order to redirect light to selectively excite the extracellular space where
the caged glutamate is. Preliminary results show that fast 'antishaping' photolysis of glutamate
induced calcium increases in group of neurons mediated by NMDA receptor activation, but
not by the activation of AMPA/kainate or metabotropic glutamate receptors. Since
hippocampal glial cells do not express NMDA receptors, 'antishaping' photolysis constitutes a
suitable stimulation to activate rapidly and directly neurons, leaving glial cells unperturbed.
NMDA receptor-mediated calcium responses, obtained by uncaging glutamate, will be used to
simulate intracellular calcium activities in pyramidal neurons and to study their effects on
calcium signals of glial cells.
Reference
[1] C. Lutz, T.S. Otis, V.DeSars, D. Ogden, S. Charpak, D. DiGregorio and Valentina
Emiliani. 2008. Nat. Methods 5(9):821-7
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L’imagerie optique offre aujourd’hui la possibilité d’observer et d’étudier in vivo des
phénomènes biologiques à une échelle moléculaire. Grâce à une mise en œuvre relativement
simple et non invasive, les applications sur le petit animal vont de l’étude de l’expression des
gènes à celles de nouvelles thérapies anticancéreuses. La détection du flux lumineux émis par
la sonde, quelle soit endogène ou exogène, fournit une information fonctionnelle sur le
mécanisme mis en jeu ainsi que sur sa localisation.
Cependant des études ont montré que l’anesthésie pouvait influencer la quantification
des phénomènes étudiés notamment en modifiant la répartition des substrats nécessaires à
l’émission lumineuse en bioluminescence. De plus, certaines études fonctionnelles de neuroimagerie prennent tout leur sens sans anesthésie et sur animal vigile. C’est pourquoi de
nouveaux instruments de détection en imagerie optique ont été mis au point alliant les
caractéristiques d’une caméra CCD intensifiée (faible bruit, résolution temporelle de 23ms) et
une vidéo synchronisée du champ de vue [1]. Toutefois pour des études à des résolutions
temporelles supérieures, le signal biologique peut dans certains cas être spatialement dégradé
par des mouvements trop importants de l’animal étudié.
Pour pallier à cette contrainte, nous proposons une méthode de recalage qui à partir de
la vidéo du champ de vue extrait des informations sur le mouvement de l’animal au cours du
temps. Ces données extraites permettent de modéliser, entre chaque trame, de la vidéo, le
champ de déformation associé. Il est alors possible quelque soit la résolution temporelle
souhaitée (inférieure à 1,5s) d’obtenir un signal biologique précisément recalé.
Nous avons extrait sur plusieurs séquences, pour chaque région d’intérêt
automatiquement segmenté, les caractéristiques géométriques et quantitatives du signal. En
analysant ces données avant et après recalage, nous avons vérifié que cette méthode
améliorait de façon significative la localisation du signal sans modifier sa quantification. La
robustesse de la méthode de calcul du champ de déformation permet d’effectuer cette
opération tout au long de la vidéo avec un important taux de succès.

Figure 1 : Impact de l’algorithme sur la localisation des données biologique : à gauche une image extraite avec
une somme du signal sur 1s ; à droite le résultat après utilisation de l’algorithme et au centre le profil spatial
avant et après recalage (respectivement en pointillé et trait plein).
[1] E. Roncali, M. Savinaud, and et al., “A new device for real time bioluminescence imaging in moving
rodents”, Journal of Biomedical Optics, vol. 13, no. 1, September 2008.

105

